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As a result of shortage of paper the annual volume of Antonie van 
Leeuwenhoek may contain mereley ?/,; of its usual number of pages. 


Wegen Papierknappheit sind wir gezwungen, die iibliche Seiten- 
zahl des Jahresbandes von Antonie van Leeuwenhoek auf 2/, herab- 


zusetzen. 


A cause de disette en papier le volume annuel de Anton‘e van 
Leeuwenhoek n’ose surmonter ?/; du nombre habituel de pages. 


(Laboratoire KAMERLINGH ONNES et Instituut voor Praeventieve Genees- 
kunde a Leyde),. 


SUR LA PRODUCTION D’ANTICORPS AU MOYEN 
D’UN ANTIGENE ENROBE DANS LA LANOLINE- 
VASELINE 


par 


ONG SIAN GWAN 
(Recu le 16 décembre 1942). 


§ 1. PRELIMINAIRES. 

L’influence des excipients gras injectés en mélange avec l’antigéne a 
été découvert par LE Moicnic et Pinoy (11) en 1916. Ces auteurs ont 
montré que des souris injectées par B. parathyphosum B ou B. typhi 
muritum incorporé dans un mélange d’huile de vaseline et de lanoline 
pouvaient supporter une dose mortelle de microbes correspondants. Dans 
la suite LE Morcnic et Pinoy (12) communiquaient les résultats de 
vaccinations ehez l’homme. En effet, sur 11 hommes vaccinés par un 
mélange stérilisé de B. typhosum, B. paratyphosum A et B incorporé 
dans l’huile de vaseline-lanoline, les auteurs n’ont pu observé ni réactions 
locales, ni générales. Le sang contenait des agglutinines spécifiques. 

Indépendamment de ces auteurs ACHARD et FoIx (1) ont vacciné des 
cobayes au moyen de B. paratyphosum B tué par chauffage et ensuite 
incorporé dans l’huile d’olive. L’animal ainsi vacciné pouvait supporter 
une dose mortelle de B. paratvphosum B. 

En 1924 VALLEE (22) a vacciné des bovidés avec des bactéries tuber- 
culeuses incorporées dans l’huile de vaseline. Les bovidés ainsi vaccinés 
résistaient a une dose mortelle de bactéries tuberculeuses injectées dans 
la veine. Dans une deuxiéme note VALLEE, RINJARD et VALLEE (23) 
communiquaient les résultats de prémunition de l’entérite paratubercu- 
leuse des bovidés a l’aide de bacilles vivants incorporés dans d’huile de 
vaseline et de grés porphyrisé. 

Dans la méme année BOTAFOGO GONSALVES (3) a trouvé que le virus 
rabique émulsionné dans l’huile d’olive a donné une période d’incubation 
prolongée. Le virus rabique mélangé a d’huile d’olive se conservait 95 ie 
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en glaciére. Tout récemment LaGRET et DurRanp (10) ont vacciné 
200.000 personnes contre le typhus au moyen d’un vaccin vivant (typhus 
murin) enrobé dans le jaune d’oeuf et I’huile d’olive. Ils n’ont pas ob- 
servé un seul cas de typhus vaccinal. 

Quoique les résultats obtenus par les auteurs mentionnés étaient déja 
nets, ce n’est que depuis quelques années qu’on a beaucoup étudié l’in- 
fluence d’excipients gras additionnés a l’antigéne. M. RAMON et ses colla- 
borateurs ont montré depuis 1934 qu’on peut obtenir une immunité 
antidiphtérique ou antitétanique solide aprés une injection unique de 
l’anatoxine correspondante incorporée dans la Janoline '). Ils ont observé 
que la lanoline peut diminuer la toxicité de la toxine diphtérique ou 
tétanique. Le méme résultat a été obtenu avec de l’abrine. D’aprés 
Ricuovu et Nico (19) la toxicité du venin de cobra est également dimi- 
nuée par la présence de lanoline. Pinoy (17) a pu vacciner des cobayes 
contre le charbon en injectant des bactéridies charbonneuses incorporées 
4 la lanoline. Le méme résultat a été obtenu par RAMON et STAUB (18) 
en utilisant des spores du premier vaccin mélangés a la lanoline. 

La préparation des sérums antigangréneux a l’aide des antigénes en- 
robés dans la lanoline a également donné un bon résultat (WEINBERG et 
GUILLAUMIE (26)). En injectant un mélange de Br. abortus et d’huile 
chez le lapin VELU et ZOTTNER (24) ont constaté un taux d’agglutination 
élevé, plus élevé que chez le lapin ayant recu la méme quantité de mi- 
crobes en eau physiologique. 

Les résultats obtenus dans la vaccination antituberculeuse sont des 
plus importants. En effet, CouLAUD (6) a montré que la survie des 
animaux vaccinés par un mélange de bacteries tuberculeuses tuées et de 
paraffine est importante, plus importante que celle obtenue aprés la 
vaccination par de bacteries tuberculeuses vivantes, mais avirulentes. 
Un résultat comparable a été obtenu par SAENZ (20) et VAN DEINSE (7). 
Nous avons montré que la bacterie tuberculeuse tuée incorporée dans la 
lanoline-vaseline non seulement a un pouvoir préventif, mais qu’elle 
posséde également un pouvoir curatif (14). Par contre, BogueT et 
LAPORTE (2) en se servant d’un mélange de lanoline et d’huile n’ont pu 
constater une augmentation d’immunité. 

CouLaup (5) et SAENZ (21) ont constaté que l’allergie tuberculinique 
obtenue aprés injection de bacteries tuberculeuses mortes ou vivantes 


1) On trouve un résumé des travaux de M. G. Ramon et de ses colla- 
boratcurs dans l’ouvrage: L'immunité et l’influence des ,,substances ad- 
juvantes et stimulantes’’ injectécs en mélange avec l’antigéne, IV Con- 
gresso internazionale di patologia comparata. Roma 1939. 
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émulsionnées dans un excipient gras est plus précoce, plus nette et plus 
durable qu’une méme dose de bacteries tuberculeuses en eau physiolo- 
gique. 

CHoucroun (4) a pu obtenir des lésions tuberculeuses et une allergie 
tuberculinique en se servant de I’huile de paraffine ayant été en contact 
prolongé avec de bacteries tuberculeuses mortes et puis débarrassée de 
bacteries par centrifugation. Ce fait est important si ]’huile de paraffine 
ainsi préparée ne contenait pas de bacteries tuberculeuses. 

Derniérement M. VERLINDE (25) en injectant chez des lapins soit l’ex- | 
trait de tissu tuberculeux, soit la tuberculine ou un mélange de ces deux 
substances incorporé dans la lanoline-vaseline a pu obtenir des sensibili- 
satrices actives sur l’extrait de tissu tuberculeux. 

On peut donc se demander si l’antigéne émulsionné dans la lanoline- 
vaseline ne pouvait étre utilisé pour la production de précipitines, 
d’hémolysines et d’autres sensibilisatrices. Pendant la rédaction de ce 
travail nous avons apercu que FALCHETTI (8) a déja essayé avant nous 
la production de précipitines actives sur le sérum de cheval. I] a cepen- 
dant obtenu un résultat négatif; le taux de précipitines obtenu aprés 
injection de sérum incorporé dans un mélange d’huile et de larioline est 
égal a celui obtenu aprés injection de la méme quantité de sérum en eau 
physiologique. 


§ 2. PREPARATION DES MELANGES GRAS. 

On a employé deux mélanges: A. Mélange de lanoline anhydre et de 
vaseline 4 parties égales. B. Vaseline 70 g; Lanoline anhydre 70 g; 
Huile de paraffine 20 g. 

Les mélanges sont préparées dans un mortier et ensuite stérilisés en 
tubes pendant une heure a 120° C. Le mélange A a déja été utilisé dans 
la vaccination antituberculeuse (15). Pour préparer le vaccin on mélange 
A ou B et l’antigéne dans un mortier placé au bain-marie 4 50° C. Le: 
mélange est préparé par trituration prolongée en ajoutant l’antigéne 
liquide goutte 4 goutte. On injecte le mélange maintenu a 40 — 50°C. 
en utilisant une grosse aiguille sous la peau de l’animal. Le mélange 
B est plus facile 4 injecter que le mélange A. L’ovalbumine mélangée a 


la lanoline-vaseline est également facile a injecter. 
§ 3. PRECIPITINES ANTIOVALBUMINES *). 
23 juin 1938. Six lapins recoivent sous la peau 4 cc (lapin 4 et 5), 6 cc 


1) Cette partie du travail a été effectuée au Laboratoire de bactériclogie 
et d’hygiéne de I’Université de Leyde. 
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(lapin 6) et 8 cc (lapin 2 et 3) d’un mélange d’ovalbumine et de lanoline- 
vaseline a parties égales. Le lendemain tous les lapins ont été un peu 
malade. On détermine la concentration de précipitines avant et aprés 
la vaccination selon la technique suivante: deux gouttes d’antigéne dilué 
sont introduites dans un tube a précipitation et on y ajoute doucement 
une goutte de sérum a examiner, généralement dilué au 1/2. On lit 15 min. 
et 2 heures aprés, les tubes sont ensuite portés a la glaciére (+ 5° C.) 
pendant 20 heures et on fait ensuite une troisiéme lecture. La réaction 
positive donne un disque opaque ou un précipité au fond du tube. Le 
tableau 1 et les figures 1 et 2 montrent les résultats obtenus. Les chiffres 
indiquent la concentration de précipitines en unités arbitraires, elle est 
égale a l’inverse de la dilution limite de l’antigéne utilisé. 


Tableau 1. 
Relation entre la production de précipitines antiovalbumines et le temps. 
Temps en Mélanges injectés par voie souscutanée 
ae 3 cc d’oval- 
écoule 2 cc d’ovalbumine |bumine + , 
entre la + 2 cc de lanoline- 3 cc de 4 ce d’ovalbumine + 4 cc 
vated: Vaseline ienoiiie- de lanoline-vaseline 
tion et le vaseline 
ota Lapin4| Lapin 5 Lapin 1 | Lapin 2 | Lapin 3 
pin ; 1 apin ¢ 
T | 3,010 kg’| 2,860 kg | Lapin 6 | 3 010 kg sare kg | 2,840 kg 
0 5 10 20 0 0 
2 5 0 i 0 0 
3 — — 20 — — 
5 0 0 — 0 0 
6 40 10 20 3 40 50 
i ‘ 800 15.000 — 10.000 50 9.000 
9 10.000 20.000 2.000 10.000 1,000 12.000 
10 — — 16.000 —— — — 
ie = a 10.000 = Ame we 
12 — 3-3 10,000 - — = 
13 15.000 18.000 — = 10.000 10.000 
15 — ag 20.000 20.000 — = 
19 — ta 120.000 — = — 
21 40,000 25.000 — 40.000 10.000 | (< 10.000) 
23 -— = 10,000 —_— —— eS 
25 - — — =~ ~ 20.000 
31 — = 50,006 — — = 
33 30.000 | 50.000 oer 40,000 | 10.000 30.000 
39 — = 40.05) — - 2 


49 — -- 40,Ca0 abt, 39) 


— 


au moyen d’un antigéne enrobé dans la Janoline-vaseline. 


‘sduro} 9] 39 SouTUINq]eAOTUe 


; ‘7 +3 
souijidiogid ap uoronpoid ey o1jzU9 UoTzE[OYy “Z “SIA Stab phy coe 
saulzidiogid ap uoronpoid ev] aryue uoNRTEYy ‘T ‘3 
02 og os 0” oe 02 HOT Poup [ 94} 17e[OY 


O0& 0¢ Ohus 1 ee 0 


-— 


oO000! 


3 
00002 


shal — 00007 


— 0000s 


0000¢e 


| 00009 


00002 


r if 1 = 00008 oC re ooo0e 


+ Sa i =i) 00006 


ee Le 000001 


a ane t 00007 


OOOOlL 


i 00002) 
ay) 


6 Ong Sian Gwan, Sur la production d’anticorps 


Les résultats montrent que la quantité de précipitines obtenue est 
beaucoup plus élevée que celle obtenue par des méthodes courantes. A 
titre de comparaison un lapin, poids 2,5 kg regevait le 20, 21 et 22 mai 
1938 respectivement 5, 10 et 15 cc d’ovalbumine dans le péritoine. Le 
titrage fait 8 j. et 12 j. aprés la derniére injection a donné 2.000 et 8.000 
unités. En général la concentration de précipitines obtenues par des 
méthodes courantes ne dépasse guére 20.000 unités. 


§ 4. En examinant les courbes des figures 1, 2, 5 et 6, on peut distinguer 
quatre phases. 

a. La premiére phase correspond a la ,,phase latente’’ de l’immunité, 
elle dure 5 4 6 jours dans ces expériences. Dans cette période il n’y a 
pas de formation de précipitines, dans certains cas (lapins 1, 4 et 5) 
*%en constate méme un abaissement de la concentration initiale de préci- 
pitines. 

b. La deuxiéme phase correspond a la production maxima de precipi- 
tines. Elle peut durer 2 a 8 jours. A la fin de cette période le lapin 2 
a fourni un taux maximum de précipitines. 

c. La troisiéme phase correspond a I’arrét ou l’accroissement lent de 
la production de précipitines. Dans cette période le taux maximum de 
précipitines est généralement atteint. 

d. Enfin la derniére phase est la phase de déclin, la concentration de 
précipitines diminue en fonction du temps. Cette période n’est pas trés 
marquée dans ces expériences puisque l’observation n’est pas assez pro- 
longée. On peut la constater dans les courbes d’hémolysines (fig. 7). 

En étudiant les courbes semi-logarithmiques des figures 5 et 6 on 
constate que la forme des courbes se ressemble a celle de la courbe de 
croissance microbienne. Cette courbe a également quatre phases distinc- 
tes: période latente, période de multiplication maxima et période de 
déclin ou la mortalité de microbes est plus grande que la natalité. 


§ 5. Chez le cobaye la production de précipitines aprés une injection 
d’ovalbumine incorporée dans la lanoline-vaseline était mauvaise. Voici 
le résultat. 4 juin 1938. Deux cobayes recgoivent sous la peau 3 cc d’un 
mélange d’ovalbumine et de lanoline-vaseline a parties égales, un troi- 
siéme a regu dans la méme journée 4 cc du méme mélange. La concen- 
tration de précipitines déterminée 14 j. aprés a été 5.000, 100 et 5 unités. 

Un quatri¢me cobaye a regu trois injections de 1, 2 et 3 cc d’ovalbumine 
dans le péritoine et une injection souscutanée de 1 cc. La concentration 
de précipitines déterminée 14 j. aprés a été 500 unités. 
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§ 6. PRESENCE D’OVALBUMINE DANS LE SANG DES LAPINS VACCINES. 


La présence d’ovalbumine dans le sang aprés l’injection d’un mélange 
d’ovalbumine et de lanoline-vaseline a été démontré a l’aide d’un sérum 


précipitant dont le taux de précipitation était 1/20.000. Le résultat est 
reproduit dans le tableau 2. 


Temps en jours 
écoulé entre la 
vaccination et le 


Tableau 2 
Présence d’ovalbumine dans le sang des lapins injectés par un mélange 
d’ovalbumine et de lanoline-vaseline. 


Numéro des lapins 


titrage 
T Hl 2 3 4 5 
0 0 0) 0 0 0 
] ii ae aie pia tae Sate Wale sip ap ate 
2 ate is = ae ar 
5 traces 0 traces 0 0 
6. 0 — 0 0 traces 


0 Pas de précipitation; + Précipitation faible; + Précipitation partielle; 
+++ Précipitation totale. 

On constate que 24 heures aprés la vaccination le sang contient une 
quantité marquée d’ovalbumine. Cette quantité diminue dans les jours 
suivants et disparait vers le 5e ou 6e jour. La disparition d’ovalbumine 
du sang coincide avec le commencement de la production maxima de 


précipitines. 


§ 7. PRODUCTION D’ANTICORPS DANS LA NUIT. 


On peut se demander si la vitesse de production d’anticorps dans la 
nuit est la méme que celle de la journée. A cet effet on a déterminé 7 j. 
aprés la vaccination la concentration de précipitines de 11 h. 30 a 12 h. 


et dans la nuit de 23 h. 4 23 h. 30 et de 2 h. 


La question se pose de savoir si la valeur obtenue par l’expérience 
s’écarte beaucoup de la valeur trouvée par interpolation graphique et si 


l’écart ainsi obtenu est significative. 
Une bonne mesure de I|’écart obtenu est la valeur de X?. 


(Cobs. ia Ccaic.)* 


Be 2 


C calc. 


On voit que X? augmente en méme temps avec la différence 
Cobs. — Ccalc. entre la valeur observée et la valeur calculée. 


€ 
e 
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Tableau 3 
Différence entre la production de précipitines pendant la journée et 
pendant la nuit. Titrage au 7éme jour aprés la vaccination. 


Concentra- Concentra- 
tion de préci- tion de préci- Titehrencasetd Gs ceeeaee 
Temps pitines ob- pitines cal- — Chan 
servée culée 
Cabs. Crate. Cobs. et Ceale. 
Lapin 1 
11 bh. 30 10.000 10.600 0 0 
2S et 15.000 10.000 + 5.000 2.500 
Zeal, 10,000 10,000 0 0 
Lapin 2 
11 h. 30 59 50 0 0 
23 h. 89 103 — 23 5 
2h. 200 124 + 76 47 
Lapin 3 
11 h. 30 9.000 9.000 0 0 
23 h. 30 20.000 9.700 | + 10.300 10.937 
2h. 20.000 9.820 + 10.180 10.553 
Lapin 4 
12 h. 890 800 0 0 
3 h. 30 | 20.C00 1.470 + 18.530 233.579 
2h. 20.000 1.660 + 18.240 202.624 
Lapin 5 
12 h, 15.CCO 15.000 0 0 
23 h. 30 15.C00 16.100 — 1,100 75 
Dial 20.000 16.300 -+ 3.700 840 


Le tableau 3 montre dans la troisi¢me colonne les valeurs calculées 
par interpolation graphique a l’aide des valeurs observées du 7éme et du 
9éme jour. La quatriéme colonne donne la différence entre la valeur 
observée et la valeur calculée et enfin la derniére colonne se rapporte a 
la valeur de X*. On voit que X? est extrémement élevé dans plusieurs 
cas, la différence entre la valeur observée Cops, et la valeur calculée 
Cealc. est certainement significative. En général la valeur observée est 
beaucoup plus grande que la valeur calculée. On pourrait en conclure 
que la production de précipitines dans la nuit est beaucoup plus élevée 
que dans la journée. Mais cette différence pourrait peut-étre également 
causée par les saignées répétées des animanx. 
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§ 8. PRECIPITINES ACTIVES VIS-A-VIS DU SERUM DE CHEVAL. 

Nous avons essayé chez un lapin et deux cobayes les vaccinations com- 
binées, c’est-a-dire des injections répétées dans le péritoine de sérum de 
cheval pur et une injection souscutanée de sérum de cheval enrobé dans 
la lanoline-vaseline. 

20 mai 1938. Un lapin a regu pendant trois jours de suite une injection 
intrapéritonéale de 5, 10 et 15 cc de sérum de cheval non dilué. Les 
titrages effectués 8 et 12 jours aprés la derniére injection ont donné 
Cg > 406 et Cy, = 2.500 unitées. Treize jours aprés la derniére injection 
le lapin regevait sous la peau 4 cc d’un mélange de sérum de cheval et 
de lanoline-vaseline a parties égales. Des titrages effectués aprés cette 
infection ont, donnée. C .=— 9.000, C’, = 9.000, C’,, = 10.000, C= 
OOO 5. = 10,000, C4. < 10.000, C’., = 10.000. 

Chez les cobayes les résultats étaient négatifs. Deux cobayes ont regu 
trois jours de suite une injection intrapéritonéale de 1, 2 et 3 cc de. 
sérum de cheval et 15 j. aprés une injection souscutanée de 2 cc d’un 
mélange de sérum de cheval et de vaseline-lanoline a parties égaies. 
Deux autres cobayes ont recu seulement trois injections intrapéritionéales 
de sérum de cheval. Le sang examiné 12 j. aprés a donné un résultat 
négatif pour tous les cobayes traités. 


§ 9. PRECIPITINES ACTIVES VIS-A-VIS DE L’EXTRAIT DE POUMON (16). 

Deux lapins No. 14, poids 1,285 kg et No. 15, poids 2,770 kg ont regu 
sous la peau le premier 6,5 cc d’un mélange d’extrait aqueux de poumon 
de porc et de lanoline-vaseline a parties égales, le deuxiéme 9 cc d’un 
mélange d’une partie d’extrait de poumon et de deux parties de lanoline- 
vaseline. Les quantités de protéines injectées étaient respectivement 
114,3 mg et 105,5 mg. Le tableau 4 montre le résultat obtenu. Deux 
autres lapins No. 25 et 26 ayant recu un mélange semblable ne donnaient 
pas de précipitines dans le sang (voir § 12). 


Tableau 4 
Temps en jours 
écoulé entre la Lapin 14 Lapin 15 
vaccination et le 1.285 kg 2.770 kg. 
titrage 
0 0 
5 1 0 
8 50 20 
12 4.600 2.000 


19) 2,060 5CO0 
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Fait curieux, la précipitation de |’extrait de poumon par l’immunsérum 
correspondant donnait un précipité au fond du tube et yn deuxiéme a la 
surface ou a une petite distance de la surface de liquide. Le deuxiéme 
précipité a un aspect soyeux, il est visqueux et gras. On sait que l’extrait 
de poumon contient des protéides et des lipides. Nous verrons plus loin 
que l’injection d’un tel extrait provoque chez le lapin la formation 
d’anticorps actifs sur les protéides et sur les lipides et probablement sur 
le complexe lipido-protéidique. L’immunsérum ajouté a l’extrait de 
poumon complet provoquerait la formation de précipité protéidique et 
lipidique. Le premier plus lourd que l’eau tombe au fond du tube et le 
deuxiéme plus léger que l’eau surnage. 

Remarquons que l’injection de protéides purs, isolés de poumon de 
porc et incorporés dans la lanoline-vaseline ne produisait pas de préci- 
pitines chez cinq lapins. La quantité de protéides injectés variait de 
14 mg a 1,5 g. I] semble donc que la présence de lipides et peut étre 
d’autres substances dans l’extrait pulmonaire sont nécessaires a la pro- 
duction de précipitines. 


§ 10. HEMOLYSINES ANTIMOUTON. 

Dans cette expérience sept lapins ont recu une injection unique d’héma- 
ties lavées de mouton incorporées dans le mélange A ou B. Le tableau 5 
et les figures 3 et 4 montrent les résultats obtenus. Les chiffres désignent 
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Fig. 3. Relation entre la production d’hémolysines 
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Fig. 4. Relation entre la production d’hémolysines 
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Relation entre ja production d’hémolysines et le temps. 


1] 


Mélanges injectés par voie souscutanée 


1 partie d’hématies 
+ 2 parties de 
T | lanoline-vaseline 


Lapin 6 | Lapin 7 | Lapin 8 |} Lapin 9 |Lapin 10 


1 partie d’hematies + 1 
partie de lanoline-vaseline 


lange B 


1 partie d’hématies 
+ 1 partie de mé- 


Q=5 ce |Q=7,5cc] Q=5cc| Q=5cc} Q=9cc ei Moe e 
2,925 kg | 2,680 kg | 2,730 kg | 2,510 kg | 2,350 kg |R=85 CC] Q=2 cc 


0 20 10 10 5 0 
3 ih ie 7 #s <7 
5 100 100 25 100 — 
6 eer = = — 50 
7 — —_ = tess — 
8 100 50 5 50 — 
12 52) = — — 270 
13 350 500 50 350 —— 
15 —= — = en oa 
17 aed a os — 160 
19 220 220 75 100 — 
21 — —— a ae so 
24 300 10 20 10 — 
26 a = a = = 


2 5 


200 


5 
0 


I, temps en jours écoulé entre la vaccination et le titrage; Q, quantité de 


mélange injecté. 
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la concentration d’hémolysines en unités hémolytiques arbitraires par 
cc de sérum. Une unité hémolytique est la quantité d’hémolysine qui, en 
présence de 0,2 cc d’alexine diluée au 1/15, peut dissoudre 0,5 cc d’émul- 
sion a5 p. 100 d’hématies lavées de mouton aprés un séjour d’une demi- 
heure a l’étuve. 

La forme des courbes d’hémolysines correspond a celle des précipitines 
antiovalbumines. Comparons les courbes 11 et 12 avec les courbes 6, 7, 9 
et 10. La production d’hémolysines dans le sang des lapins 11 et 12 est 
plus rapide que celle des lapins 6, 7, 9 et 10. En effet, dans le premier 
cas les maxima sont atteintes pour T = 7 j., tandis qu’elles se trouvent 
a T= 124 13/j. dans le second cas. La raison doit étre cherchée dans 
le mélange B utilisé pour les lapins 11 et 12, tandis que les autres lapins 
ont regu le mélange A. La quantité d’hématies injectées ne semble pas 
jouer un role. Ces résultats montrent que le titre hémolytique obtenu 
n'est pas plus élevé que celui obtenu par des méthodes habituelles. 

On peut se demander, si le mélange injecté ne provoquerait pas la 
formation d’autres anticorps, des agglutinines ou des précipitines. Le 
taux d’agglutination le plus élevé vis-a-vis des hématies lavées était égal 
a 1/500. La recherche de précipitines actives sur les hématies dissoutes 
a été négative. 


§ 11. SENSIBILISATRICES ANTITUBERCULEUSES. 

Nous avons fait seulement une expérience préliminaire a |'hdpital 
Broussais-La Charité, a Paris. 

20 janvier 1936. Un-chien adulte recoit sous la peau 0,05 mg de bac- 
teries tuberculeuses vivantes incorporées dans la lanoline-vaseline. La 
quantité de sensibilisatrices a été déterminée selon la technique de 
M. BESREDKA en utilisant le nouvel antigéne a l’oeuf de BESREDKA. Le 
résultat est exprimé en nombre d’unités d’alexine déviées par 1 ce de 
sérum. Une unité d’alexine est égale 4 0,1 cc de sérum frais de cobaye 
dilué au 1/15. Avant l'injection de vaccin le sérum pouvait fixer 10 
unités d’alexine et 23}. apres la vaccination 1 ce de sérum en présence 
d’antigene a dévié 750 unités d’alexine. Les bacteries tuberculeuses 
incorporées dans la Janoline-vaseline pcuvent done preduire une quantité 
élevée de sensibilisatrices antituberculeuses. 


§ 12. SENSIBILISATRICES ACTIVES VIS-A-VIS DE L'EXTRAIT DE POUMON (16). 

Les lapins 11 et 15 du § 9 qui ont donne des précipitines dans le sang 
apres injection d’extrait de poumon incorporé dans la lanoline-vaseline 
ne produisaicnt guére de sensibilisatrices. Le sérum du lapin 1 prélevé 
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12 j. aprés la vaccination pouvait fixer seulement 35 unités d’alexine en 
présence d’extrait de poumon ou de protéides extraits de poumon. Et 
pour le sérum du lapin 15 prélevé 20 j. aprés la vaccination les nombres 
sont respectivement 20 et 15 unités en présence de ces antigénes, des 
quantités qu’on trouve également chez un lapin neuf. 

Par contre deux autres’ lapins, le no. 25, poids 2,70 kg et le no. 26, 
poids 2,23 kg, ayant recu sous la peau respectivement 10 et 15 cc d’un 
mélange d’une partie d’extrait de poumon de pore et de deux parties de 
lanoline-vaseline ont donné un meilleur résultat. Les quantités de pro- 
téides injectés étaient 113 et 150 mg. Le titrage du sang prélevé 12 j. 
aprés a donné 125 et 225 unités d’alexine en présence d’extrait de poumon. 
Par contre, la réaction de précipitation a été négative dans les deux cas. 
Quatorze jours aprés les deux lapins ont recu trois injections intravei- 
neuses d’extrait de.poumon. Les quantités totales de protéides injectés 
étaient respectivement 23 mg et 19 mg. 

Le titrage du sang du lapin 25, prélevé 28 j. aprés l’injection sous- 
cutanée ou 8 j. aprés la derniére injection intraveineuse a donné des 
résultats suivants en présence d’antigénes ci-aprés: 


IPrOreicieckden POU ONm mn mie Ewer 0. SOOlunItés, 
Extrait ee de poumon.. . , ghee Oe 
ixtraitealeunerade pettole de poumon, . . . - . 400° 4 
Pxtrait acetonique de’ poumoneus a2). 5 2 «220°; 
Pegirateae! CtncindespOlIMOn MEIN: lan Glee 2 6 225) 7 
Eiiaiieal cooleweude POUMORmerr ss. © be apse ~ 150. 15 
AR SCChesbORDET IN UBLDNG oles aes = . « S00), 


Le sang du lapin 26 prélevé 33 j. aprés l’injection souscutanée ou 13 j. 
aprés la derniére injection intraveineuse a donné 300 unités d’alexine en 
présence d’extrait de poumon. La recherche des précipitines chez les 
deux lapins a donné un résultat négatif. 

En résumé, les lapins 14 et 15 du § 9, qui produisent une quantité assez 
importante de précipitines ne produisent pas de sensibilisatrices. Par 
contre, les lapins 25 et 26, bons producteurs de sensibilisatrices ne pro- 
duisent point de précipitines. Ces résultats montrent que la production 
des deux anticorps n’est pas paralléle, ils montrent de plus que les deux 
anticorps ne sont pas les mémes. L’injection d’extrait de poumon ne 
donne pas seulement de sensibilisatrices actives sur l’extrait correspon- 
dant, mais elle provoque également la formation de sensibilisatrices 
actives sur les protéides et les lipides extraits de poumon. 

En méme temps la réaction de BORDET-WASSERMANN devenait forte- 
ment positive. Ceci est 4 prévoir puisque l’immunsérum obtenu contient 
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des sensibilisatrices antilipidiques. D’autres lapins préparés par plusieurs 
injections intraveineuses d’extrait de poumon ont donné un résultat 
comparable (16). 

L’antigéne de BORDET-RUELENS utilisé est un extrait alcoolique de 
coeur de veau. Ce fait est peut-étre important, puisque ni le porc, ni le 
veau ne posséde l’antigéne de ForssMAN. II est possible que l’immunsé- 
rum actif sur l’extrait aqueux de poumon de porc sérait également actif 
sur les lipides extraits des organes d’animaux possédant l’antigéne de 
FoRSSMAN. Des expériences dans ce sens sont en cours. 


§ 13. MECANISME DE LA FORMATION D’ANTICORPS. 

On a vu que dans la phase latente de l’immunité il n’y a pas de for- 
mation d’anticorps. On pourrait émettre deux hypothéses pour expliquer 
ce fait. Dans le premier cas on pourrait penser qu’il existe dans le sang 
une substance qui empécherait la formation d’anticorps. Dés que cette 
substance serait détruite, la formation d’anticorps pourrait commencer. 
On connait dans la chimie un tel exemple: un poison qui empéche I’action 
d’un catalyseur, aussitét ce poison détruit la réaction catalytique 
commence. L’abaissement du taux initial d’antieorps chez certains ani- 
maux pendant cette période pourrait étre attribué a une réaction entre 
anticorps et la substance empéchante. 

Dans le second cas on pourrait penser que pendant la phase latente 
il y aurait une activation des molécules protéidiques, qui deviendrait 
ensuite des anticorps dans la seconde phase. On pourrait les comparer 
a un proferment. 

Considérons maintenant la séconde phase de la formation d’anticorps. 
Portons a l’ordonnée le logarithme de la concentration C de précipitines 
ou d’hémolysines et a l’abscisse le temps T en jours. On obtient ainsi 
sensiblement une ligne droite (fig. 5, 6, 7 et 8). 

Au point de vue chimique ce résultat peut étre interpreté de plusieurs 
maniéres. On peut le considérer comme une réaction monomoléculaire: 


dG 
a Ae 


On a apres l'intégration 
LC = kT + constante 


L étant le logarithme naturel. Cette €quation représente une ligne droite 
en coordonnées semi-logarithmique. Pour T = 0, Co = constante, on 
-obtient 

Co Co ekT 
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qui représente une fonction exponentielle. Un exemple classique est la 
destruction des substances radioactives. Nous avons montré dans un 


fe) 5 40 1S 20 2s 


Fig. 7. Relation entre la production d’hémolysines 
et le temps en coordonnées semi-logarithmiques. 


mémoire antérieur que la production d’agglutinines anticolibacillaires et 
le degré d’immunité contre la ricine suivent également cette loi exponen- 
tielle (14). Il est également possible que pendant la formation d’anticorps 


Fig. 8. Relation entre la production d'hémolysines 
et le temps en coordonnées semi-logarithmiques. 
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il se produirait une substance qui agirait comme catalyseur et augmente- 
rait la formation d’autres anticorps. C’est l’autocatalyse dans la chimie. 
Dans ce cas le processus suit également une loi exponentielle. 

Un troisiéme cas est possible, si une substance réagit avec une autre 
substance, dont la concentration reste sensiblement constante pendant 
la réaction. Un exemple de ce dernier cas est l’inversion de saccharose 
en glucose et fructose en présence d’une petite quantité d’acide chlor- 
hydrique. 

Cie Hyp Or, + HO = 2 CgHy,0,. 


On peut dire que la concentration de l’eau reste constante pendant la 
réaction. Cette réaction suit également la méme loi exponentielle. 

On a vu que la disparition de l’antigéne dans le sang coincide avec la 
formation brusque d’anticorps (§ 6). Que devient l’antigéne injecté? 
On pourrait supposer qu’il est transformé en une autre substance. Elle 
réagirait avec les protéides de sang et elle les transformerait en anticorps. 
C’est la réaction type du troisi¢me cas en supposant que la concentration 
de protéides reste sensiblement constante pendant la réaction. 

Tous ces cas et les faits expérimentaux suivants concordent bien si 
Von suppose que les anticorps pont formés a partir des protéides de 
sérum. | 

L’hypothése d’aprés laquelle des anticorps ne sont que des antigénes 
modifiés ne concorde pas avec les données expérimentales suivantes. 

1. La quantité d’anticorps obtenue n’est pas en rapport avec la 
quantité d’antigéne injecté. Ainsi, HEIDELBERGER et KENDALL (9) on 
constaté que le poids d’anticorps obtenu est 6 a 8 fois plus grand que 
celui de l’antigéne injecté. Dans nos expériences avec B. coli nous avons 
obtenu un résultat semblable (14). 

2. lest difficile d’expliquer la réaction anamnestique par cette hypo- 
thése.*La réaction anamnestique consiste en ceci: un animal a été immu- 
nisé depuis quelque temps, le sang ne contient que des traces d’anticorps. 
Mais dés qu’on lui injecte un peu du méme antigéne, la production d’anti- 
corps est beaucoup plus élevée qu’un animal neuf injecté par la meme 
quantité d’antigéne. La production d’anticorps se réveille aussi lorsque 
l’antigéne introduit par la nouvelle injection est différent du premier. 
Bien plus, on n’aurait plus besoin d’injecter une substance pour produire 
la réaction anamnestique. En effet, M. M. METALNIKOW et CHORINE 
ont pu provoquer la réaction anamnestique par des reflexes condition- 
nels (13). 
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(Aus dem ScHUFFNER-Laboratorium des Instituts fiir Tropische Hygiene, 
Amsterdam). 


DIE ERSTEN ERGEBNISSE DER SCHLAMMFIEBER 
FORSCHUNG IN DEN NIEDERLANDEN 


yon 


W. A. P. SCHUFFNER und H. BOHLANDER 
(Eingegangen am 19 Januar 1943). 


Im September 1941 wurden in der Nahe von Huissen bei Arnhem, 
in den Rheinniederungen, die ersten Falle von Schlammfieber in den 
Niederlanden diagnostiziert, bei einer kleinen Epidemie, die sich auf 
eine ganz eigene Weise entwickelt hatte (VAN. DER LAAN; SCHUFFNER 
und BOHLANDER (8)). Zugleich konnte der bis dahin unbekannt ge- 
bliebene Trager der L. grippotyphosa in der Feldmaus (Microtits arvalis 
arvalis Pallas) festgestellt werden, das heisst also, das Schlammfieber 
beim Menschen geht auf eine Epizootie der Feld-Mause zuriick. 

Der Ubergang auf den Menschen vollzieht sich auf folgende Weise. 
Ebenso wie bei der Wasserratte die Weil-Leptospire, bleibt bei der 
Feldmaus nach durchgemachter leichtverlaufender Allgemeininfection 
ein chronischer Prozess in den Nieren zuriick. Die aus der Blutbahn 
ausgetretene Leptospire siedelt sich in den tubulis contortis an, und von 
hier aus geht auch bei der Maus, wie bei der Ratte, ein Strom von stets 
sich nachentwickelnden Leptospiren in den Urin uber, der die Aussen- 
welt infiziert. Menschen und Tiere, die damit in Berthrung kommen, 
sind der Ansteckung ausgesetzt. Sie erfolgt dadurch, dass die aggressiv 
infectidse Leptospire in den Kérper eindringt. 

Wenn der Kontakt mit Mausen sehr breit ist, darf man reichliche 
Ansteckungen erwarten. Das lehrreiche Beispiel hierfiir gab die Epide- 
mie unter den Kindern in Huissen, die den Feldmausefang als ‘Lieb- 
haberei betrieben, und dabei begreiflicher Weise sehr intim mit den 
Tieren in Beriihrung kamen. Von 14 Kindern machten 10 mehr oder 
weniger schwer die Krankheit durch, ein ungewohnlich hoher Prozent- 
satz. Ist der Kontakt weniger gross, wie bei den Landleuten, dann geht 
der Satz stark zuriick, sodass schliesslich nur sporadische Falle ubrig 
bleiben. Wo dies der Fall ist, wie in Holland, kann sich die Krankheit, 
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gutartig wie sie ist und mit wenig auffallenden Symptomen, lange der 
Diagnose entziehen. In Deutschland und spater in Russland waren es 
grosze Epidemieen mit tausenden von Kranken, die es erméglichten, 
das Schlammfieber als eigene Krankheit zu erkennen und seine Patho- 
logie aufzustellen (FR. MULLER (2) 1890 fiir Schlesien). 

In den Niederlanden bestimmt die kleine Epidemie in Huissen den 
Zeitpunkt, von dem an man auch hier die Erforschung der Krankheit 
in die Hand nehmen konnte. Die kleine Epidemie ist in sich vollkommen 
geschlossen und hat den Schleier, der bis dahin iber der Krankheit 
und ihrer Aetiologie lag, geliiftet. Vor allem kam nun die Auffassung, 
wonach das Schlammfieber auf Infection mit einer bodenstandigen 
Leptospire beruhen sollte (TARASSOFF (10), RIMPAU, SCHLOSSBERGER 
und KATHE (4)), zu Fall. Diese Bodentheorie ist von uns, auf Grund von 
theoretischen Uberlegungen, besonders auf Grund des Verhaltens anderer 
Leptospirosen, seit Jahren bestritten worden (7). Der Analogieschlusz 
verlangte einen Trager der Krankheit im Tierreich. Die Befunde in 
Huissen lieferten dann den Beweis, dasz Schlammfieber in der Tat 
primar als eine Epizootie der Feldmause auftritt, und dasz erst von 
ihnen aus secundar der Boden, Tiere und der Mensch infiziert 
werden. Trotz dieser Feststellung verbleibt dem Boden, als Zwischen- 
station der Infection eine gewisse Bedeutung. Nur musz von jetzt ab, 
vor den Untersuchungen nach dem Einfluss des Bodens und des Wassers 
auf das Schlammfieber, die Feldmaus beriicksichtigt werden. 

Die Fragen, die sich hierbei aufwerfen, betreffen einmal das Vor- 
kommen, die Lebensweise und die Anspriiche der Feldmause im weitesten 
Sinne; hierfiir ist der Biologe zustandig. In zweiter Linie steht die Frage 
nach der Ansteckung der Mause mit Leptospiren, die der Bacteriologe 
zu beantworten hat. Als drittes folgt dann der Ubergang der Infection 
auf den Menschen, mit dem Landarzt als Maasgebenden. 

Die drei Fragen verlangen eine ausgedehnte Untersuchung und viel 
Tatsachenmaterial, wenn man sie erschépfend beantworten will. Was 
wit heute dariber berichten, kann nur ein erster Anfang sein. 


1. Das VORKOMMEN VON MAUSEN IN DEN NIEDERLANDEN. 

Die Unzulanglichkeit unserer Kenntnisse hicritber beginnt hier bereits. 
Der ,,Plantenziektekundige Dienst” in Wageningen, zu dessen Ressort die 
Bekampfung schadlicher Tiere gchért, konnte uns nur wenig Angaben 
machen. Allein soviel scheint fest zu stehen, dasz das gehiufte Vor- 
kommen von Feldmiusen O6rtlich wie zeitiich an keine uns bekannten 
Bedingungen gebunden ist. Ausgedchnte Linderstrecken von geologisch 
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gleichem Charakter kénnen eben so gut frei als besetzt sein von Mausen. 
Wir selbst haben mehrfach die Gebiete von Amsterdam bis Utrecht, 
von da weiter nach Lopiker-Kapel, Jaarsveld, dann die Gegend von 
Amerongen bis Eck und Tiel abgesucht, ohne dasz wir nennenswertes 
von Feldmausen sahen, geschweige von der Landbevélkerung Klagen 
hérten. Dasz man in solchen Gegenden Schlammfieber nicht erwarten 
darf, ist uns heute ohne weiteres begreiflich. Allein ware es nun auch 
erwunscht zu wissen, ob es sich hier um etwas Dauerndes handelt, oder 
ob der Zustand sich mit den Jahren andert. Mit anderen Worten aus- 
gedriickt lautet dann die Frage: Haben die Feldmause eine besondere 
Vorliebe fiir die eine oder andere Bodenart oder Bepflanzung, und wird 
daher ihnen nicht Zusagendes dauernd gemieden? Oder ist ihnen alles 
recht und ist nur zeitlich die Besiedelung mit ihnen dem Wechsel unter- 
worfen? Diese und ahnliche Fragen werden in Angriff genommen werden. 
mussen, nun die Feldmaus nicht nur der Schadling fiir den Landbau, 
sondern auch ein Krankheitstrager ist. 

Huissen in der Rheinniederung bei Arnhem, von wo wir unsere ersten 
reichlichen Mause-Sendungen erhielten, hat in diesem Jahre leider fast 
ganz versagt. Laut Bericht des dortigen Arztes, VAN DER Laan, lohnte 
sich der Fang nicht mehr, so stark war der Bestand zuriickgegangen; 
ein erstes Beispiel dafiir, dasz man mit zeitlichem Wechsel, auch was 
die Infection betrifft rechnen musz. 

Wir gaben daher unser Interesse an Feldmausen in einem auf dem 
Lande viel gelesenen Blatt: ,De Boerderij” bekannt, mit dem Erfolg, 
dasz uns von etwa 15 Platzen aus das reichliche Vorkommen von Mausen 
berichtet wurde. Mit Ausnahme von Dinxperlo an der éstlichen Grenze, 
von Maastricht im Siiden des Landes und von Briltil bei Groningen, 
kamen die iibrigen Meldungen sammtlich aus Friesland. Ob dies Uber- 
wiegen ein Hinweis darauf ist, dasz wir Friesland als das bevorzugte 
Land der Feldmause anzusehen haben, oder ob die reichlichen Meldungen 
aus anderen Griinden hervorgingen, die mit dem Vorkommen der Maute 
nichts zu tun haben, lisst sich nicht entscheiden. Jedenfalls konzen- 
trierte sich unser Interesse von jetzt ab auf Friesland, wobei wir uns 
der tatkraftigen Mitarbeit des Inspecteurs fiir die Volksgesundheit, 
Dr. P. MunTENDAM und verschiedener Landarzte zu erfreuen hatten., 

Auf der beigegebenen Skizze sind die Stellen, von denen wir Mause 
erhielten, mit Ringen oder Scheiben angegeben. Ausschlieszlich auf 
Wiese- oder Weideland, woraus Friesland in der Hauptsache besteht, 
wurde gefangen. Man sieht aus den Angaben, dasz es nur ein kleiner 
Teil von Friesland ist, tiber den wir heute cinigermaszen orientiert sind. 
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ERKLARUNG Stellenweise war laut den Be- 
ichen: Schlammfieber : js 5 
ceeeetaetose eturk deriaiert richten die Zahl der Mause 


@ Feldmause schwach infiziert 

O Feldmause nicht infiziert 

? viel Mause,, aber noch nicht 
untersucht 


so grosz, dasz man geradezu 
voneiner Mauseplage sprechen 
konnte. Mehrere der Bauern 
schrieben, ,,dasz sie einem 
iiber Hande und Fiisze liefen’’; 
einer berichtete uns, dasz 
seine Jungen in ein Paar 
Stunden 177 Mause gefangen 
hatten, und dasz es ihm ein 
Leichtes sei, uns mit der er- 
betenen Anzahl von 30 zu 


Rinsumageest ? 


e 
Warga @ e@vartena 
Wijtgaard @ © 
Jorwerd? 


versorgen. 

Im Ganzen haben unser 
Laboratorium bisher etwa 700 
Mause erreicht, leider mehr- 
fach mit groszen Verlusten 
auf der Reise. Man findet 
dann in der Kiste oft nur die 
Felle mit den Knochen, alles 
Ubrige ist von den Uberleben- 
den — echte Kannibalen — 
aufgefressen. Die Zahl der 
Untersuchten ist daher wesentlich kleiner (s.u.). 


Fig. 1. Karte von Friesland. 


2. Das VORKOMMEN DER LEPTOSPIREN INFECTION. 

Die Untersuchung geschah in erster Linie durch Mikroskopieren von 
Nierenemulsion im Dunkelfeld. Diese Methode giebt zwar kein voll- 
standiges Bild, aber sie hat den Vorteil, dasz sie rasch zum Ziele fiihrt. 
Mehr als 5 Minuten hat ein Geiibter nicht notwendig, um zu entscheiden, 
ob eine Niere Leptospiren in ausreichender Menge enthalt oder nicht. 

In der ersten Zeit haben wir daran noch die Kultur *) angeschlossen, 


*) Es dauert mitunter lange, bis die aus der Niere verimpften Leptospiren 
im kiinstlichen Nahrboden der Kultur wachsen wollen. Wir warten daher 
mindestens 3 Wochen, bis wir die Impfung als misglickt ansehen. Die 
Untersuchung des klaren Mediums im Dunkelfeld geschieht bei uns stets 
im kleinen Trépfchen, ohne Deckglas, ebenso wie die Kontrolle der 
Agglutination, bei schwacher Vergrésserung (Objectiv 20 fach, Ocular 
10 fach). Nierenemulsion wird natiirlich mit Deckglas verschen und mit 
Objectiv 40 fach durchsucht. 
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einige Male, der Vollstandigkeit wegen auch den Tierversuch (Die weisze 
Maus zeigte sich dabei recht empfanglich und ist darum dem Cavia 
vorzuziehen). Zweifellos kann man mit der Combination des Tierver- 
suches das Gesammtresultat noch um einige Prozente erhéhen; man 
erfasst dadurch einzelne sehr sparliche Infectionen der Niere, sowie die 
noch im acuten Stadium stehende kranke Maus. Mehr als 5 % betrug 
jedoch der Zuwachs nicht. Um Zeit und Material zu sparen, haben wir 
spater diese dritte Methode zur Auffindung der Infection bei der Feld- 
maus wieder aufgegeben, und uns auf Mikroskopie und Kultur be- 
schrankt. Gegenwartig ziehen wir auch die Kultur nur ausnahmsweise 
heran (s. Tabelle). 

Es liegt nahe zu fragen: kann man dann nicht mit der Kultur allein, 
bei der relativ viel Material verimpft wird, und die darum ein voll- 
standigeres Resultat verspricht, auskommen? Nach unserer Erfahrung 
nicht. Die Kultur geht bisweilen nicht an, obwohl aus einer im Dunkel- 
feld positiv, selbst reichlich positiv gefundenen Niere verimpft wurde. 
Da wir solche Zufalle in ganzen Serien sahen (man vergleiche in Tabelle 1 
die Serien von Warga im Aug. u. Sept.), musz an dem Missgliicken ein 
Fehler des Nahrbodens schuld sein. Man wiirde sich also groben Tau- 
schungen aussetzen, wenn man sich nur auf die Kultur verlassen wollte! 
Die Mikroskopie schiitzt davor, mag sie auch im Allgemeinen einige 
Prozente zu niedrig bleiben. Zur Orientierung aber, und zwar zu einer 
recht vollstandigen, geniigt sie vollauf. 

Von der Seroreaction bei Ratten und Mausen zum Erkennen einer 
durchgemachten Infection haben wir keinen Vorteil gesehen, allein 
schon weil sie zeitraubender ist. Ausserdem hat SJOEIB PROEHOEMAN (3) 
in unserem Laboratorium bei systematischen Untersuchungen der 
Ratten schon nachgewiesen, dass nicht jeder Trager seropositiv zu sein 
braucht, (von 13 Tragern unter den Ratten war einer seronegativ), 
und dass umgekehrt nicht jedes Tier nach durchgemachter Krankheit 
zum Trager wird. Verglichen mit den eindeutigen Resultaten, die der 
directe Nachweis der Leptospiren giebt, ist das Resultat mit der Sero- 
reaktion also verschoben, auf der einen Seite erhalt man mehr, auf der 
anderen weniger positive Resultate. Der Zweck der Mauseuntersuchung 
ist aber festzustellen, von welchem Prozentsatz der Mause die Infection 
verstreut werden kann. 

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse zusammengestellt, die 
wir mit den bisherigen Mauseuntersuchungen auf Infection mit Lep- 
tospiren erhielten. Die einzelnen Serien, die uns zugeschickt wurden, 

sind nach Zeit und Ort geordnet, und ferner ist angegeben, ob die 
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Infection mikroskopisch oder durch Kultur festgestellt wurde. Wo die 
letztere unterlassen wurde, wie es seit November 42 gewohnilich geschah, 
miissen die errechneten Prozentzahlen der positiven Tiere naturgemasz 
als unvollstandig angesehen werden. Endlich wurde noch ein Unter- 


Tabelle 1 
Ubersicht iiber die bis Ende 1942 untersuchten Feldmause (Microtus 


arvalis arvalis Pallas). 
NR aS an a tk 


Positiv gefunden | Verteilung 
‘An- durch: liber 
Datum 
zahl Mi- ; 
eral: | Kultur We Grosse Kleine 

Sept. 41 | Huissen iG\n 83 19 9 61 | 12 ( 9+) | 41 (194+) 
Nov. 41 > 18 3 5 44 2 ¢ 13) | i6 { Tam 
Deca 4i 7 37 1] 5 43 | 12 ( 6+) | 25 (10+) 
Aug. 42 ‘ 23 0 9 Pee Rp PIT (148 
Nov. 41 | Wageningen (G) 25 0 0 0 5 20 
Sept. 42 | Eemnes (Ue le 0 0 0. 7 5 
Aug. 42 | Warga (Fr) > "59 30 0 51 (19+) | 32 (11+) 
Sept. 42 rs 5 3 1 80 5 ( 4+) 0 
Sept. 42 | Irnsum (Fr) 43 0 0 0 | 13 30 
Oct. 42 | Joure-Akmarijp (Fr) 8 2 3 63 4(4+)] 4(1+4) 
Oct. 42 | Snikzwaag (Fr) 21 21 — 100 | 14 (14+) 7 ( 7+) 
Oct. 42 | Oosterzee (Fr) 9 0 0 0 1 8 
Oct. 42 " 11 2 4 55 3 ( 2+) 8 ( 4+) 
Nov. 42 | Wartena (Fr) 13 6 — 46 | 13 ( 6+) 0 
Nov. 42 | Wijtgaard (Fr) 15 7 me 47 | 6(4+)| 9( 344 
Nov. 42 | Loénga (Fr) 23 0 0 0 ey 14. 
Dec. 42 is 9 0 0 0 0 9 
Fibs.4a7 9 18 6*)| Se ae oe 
Dec. 42 | Roordahuizum (Fr) 23 6 — 26 6 ( 1+) |.17 ( 5+) 
Dec. 42 | Oudega (Fr) 22 2 — 9 1 21 ( 2+) 
Dec. 42 | Nijega (Fr) 18 1 0 6 | 6 12 ( 1+) 
Dec. 42] ,, (Fr) 12 5 42 | 3 (1+)| 9 (44) 
Dec. 42 | Briltil (Gr) 20 0 0 0 1 19 
Sept. 42 | Regensburg- 

Pfatter 4 2 Q 50 3 ( 2+) 1 
Dec. 42 | . 3 if 0 0 2 1 
Der Strich — bedeutet, dass die Untersuchung nicht vorgenommen wurde, 


*) Nur bei Urin-Untersuchung gefunden. 
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schied zwischen groszen und kleinen Mausen gemacht, entsprechend der 
von uns eingefithrten Einteilung bei Rattenuntersuchungen auf ,,Weil”’. 
Als grosz galten Mause von 18 g oder mehr Gewicht (die Schwerste war 
33 g), als klein diejenigen, die unter 18 g blieben (bis 8 g, kleinere Tiere 
empfingen wir nicht). Die Trennung nach dem Geschlecht, die stets 
geschieht, haben wir in der Tabelle nicht angegeben, weil sich nach den 
ersten 200 untersuchten Mausen herausstellte, dasz wesentliche Unter- 
schiede nicht bestanden (von je 100 Mannchen und Weibchen waren 
46 und 41 infiziert). 

Im ganzen kamen bis jetzt 479 Mause aus den Niederlanden zur Unter- 
suchung, mit 146 nachweislich Infizierten. Der Prozentsatz wechselte 
mit dem Fangplatz auszerordentlich stark; zwischen 0 und 100 liegend, 
hatte er nicht grészer sein kénnen! Die 100 % positiver Tiere wurden 
bei einer Sendung von 21 Mausen aus Snikzwaag wahrgenommen. Das. 
besondere daran ist, dasz nach den-ersten 10 Mausen mit positivem 
Befund der Nieren, von den itbrigen allein der Urin im Dunkelfeld 
untersucht und auch positiv gefunden wurde! Wir halten die Tiere nun 
am Leben, um zu sehen, ob auch hier die Infection bis: zum Lebensende 
bleibt, wie wir es bei der Ratte feststellten. Die Tauglichkeit dér Unter- | 
suchung im Dunkelfelde hatte nicht besser demonstriert werden kénnen! 

Negativ war das Resultat unter den uns zugeschickten Mausen von 
Wageningen (G), Eemnes (U), Briltil (Gr), und in Friesland unter den 
Mausen von Irnsum (43 Mause), wihrend von Oosterzee, Loénga und 
von Nijega die eine Serie positiv, die andere negativ war. Dies Verhalten 
ist besonders lehrreich, weil es zeigt, dasz selbst innerhalb relativ kleiner 
Kreize die Epizootie sehr verscheiden verbreitet sein kann. Entsprechend 
dem, was uns von weiszen Mausen und zahmen Ratten bekannt ist, 
diirfen wir auch bei den Feldmausen annehmen, dasz die Infection unter 
einander durch Kontakt vermittelt wird. In der freien Natur scheinen 
sich aber dem Kontakt unter einander Hindernisse in den Weg zu stellen, 
sodasz die Mausebevélkerung eines Stiick Landes nicht in demselben 

_Masze infiziert zu sein braucht, wie dic einer benachbarten Landerei. 
Der volle Einblick aber in diese Verhaltnisse, ‘die letzten Endes den 
Ubergang der Infection auf den Menschen bestimmen, fehlt heute noch. 

Bei der Scheidung der Tiere in grosz und klein, kamen Verhaltnisse 
zu Tage, die wir nicht vermutet hatten. Von den Untersuchungen bei 
Ratten war uns bekannt, dasz man die Infection weit mehr bei den 
alteren Tieren erwarten oder wenigstens nachweisen kann als bei den 
Jiingeren (iiber 18 cm lange Ratten*waren zu 50 und mehr Prozent 
infiziert, unter 18 cm nur 3—6 %). Auch bei den Mausen hat man mehr 
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Aussicht, die Infection im alteren Tier anzutreffen, aber hier gehen die 
Ziffern langst nicht so weit aus einander; von je 100 Groszen waren 46, 
von Kleinen 24 infiziert. Die charakteristische Ansiedlung in der Rinde 
der Nieren, die den Nachweis der Leptospiren so erleichtert, scheint sich 
demnach bei der Maus rascher zu entwicklen. Das ist fiir die Epidemiolo- 
gie des Schlammfiebers von Bedeutung. Man musz damit rechnen, 
dasz auch die jiingeren Bestande der Feldmause als Trager auftreten 
und damit eine viel grészere Zahl der Tiere an der Ausstreuung der 
Keime teilnehmen kénnen. 

Aus allen diesen Untersuchungen, so beschrankt sie auch sein mégen, 
geht jedenfalls das Eine klar hervor, dasz eine Mauseplage nicht gleich- 
bedeutend mit einer Epizootie der L. grippotyphosa zu sein bracht, und 
noch viel weniger mit Schlammfieber-Erkrankungen unter den Menschen. 


3. DER UBERGANG DER INFECTION AUF DEN MENSCHEN, SCHLAMM- 
FIEBER IN DEN NIEDERLANDEN. 
Seit den ersten 10 Fallen unter der mausefangenden Jugend, aus 

der Praxis der Landarztes VAN DER LAAN in Huissen, dann dem 11. 

aus der Praxis von Dr. ORE (Eindhoven), sammtlich im Jahre 1941 

vorgekommen, sind im Herbst 1942 in Friesland 9 frische Infectionen 

wahrgenommen (von den Collegen ZYSLING, VAN SCHOTHORST, GRAATS- 

MA, HOOGLAND, VAN DER MOER und SMEDING, in den auf der Karten- 

skizze unterstrichenen Ortschaften). Dazu kommt als alleinstehende 

Beobachtung eine Laboratorium-Infection (9) in Amsterdam. Bei dieser 

sowohl, wie bei den beiden Patienten in Huissen, lag der Weg der In- 

fection klar auf der Hand. Sie hatte sich an Mausebisse angeschlossen, 
die zwar selbst nicht infizierten, aber bei dem Hantieren der Tiere als 
frische Wunden den im Urin befindlichen, Leptospiren den Weg 6ffneten. 

Bei einem Teile der Kranken wurde die Diagnose schon wahrend der 

Krankheit gestellt, oder wenigstens vermutet. Am giinstigsten stand in 

dieser Beziehung die Laboratoriumsinfection von L.D., bei der wir 

von der ersten Stunde an mit der Infection rechnen durften auf Grund 
der Anamnese (9 Tage zuvor von einer Maus (Trager) gebissen). Am 
dritten Tage war die Diagnose durch Nachweis der Leptospiren im Blut 

(Kultur und Tierversuch) geklart. Auch beim dritten Kranken (A. S.) 

wurde von dem Arzt VAN DER LAAN an die Méglichkeit eines Schlamm- 

fiebers gedacht, hier auch so friihzeitig, dass wir aus dem Blute ziichten 
konnten. Ferner wurde an Schlammfieber gedacht bei dem Kranken 
von Dr. Or1E, sowie bei den meisten Kranken in Friesland. Der diagnos- 
tische lortschritt, der sich hicrin dussert, ist wohl der Wirkung eines 
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Rundschreibens zu danken, das der dortige Inspecteur, Dr. MUNTENDAM 
an die Aerzte des betroffenen Kreises richtete. 

Bei dem Rest der Kranken kam die richtige Diagnose erst nachtrag- 
lich, ausschliesslich durch die scrologische Untersuchung. Die voraus- 
gegangene Krankheit war dann entweder unbemerkt verlaufen oder als 
etwas anderes angesehen. Bei sporadischen Fallen ist eben die richtige 
Interpretation aussercrdentlich schwierig; hat es doch selbst in Landern, 
wo man gehauftes Vorkommen als Lehrmeister hatte, Jahrzehnte ge- 
dauert, bis man die auszerhalb der Epidemieen vorkommenden ver- 
streuten Falle richtig -ewertete (RimPAU (5, 6), KATHE (1))! Es war 
speziell darauf gerichtete Laboratoriumsarbeit nétig, um zu dieser 
Erkenntnis zu kommen. So geschah es auch mit den 21 niederlandischen 
Fallen in Holland, die man in der folgenden Tabelle antrifft (S. 28/29). 

Unter den 21 Kranken befindet sich nur eine Frau. Ebenso wenig 
aber wie bei Weil, wo das mannliche Geschlecht auch stark iiberwiegt, 
ist dies ein Grund zu der Annahme, das weibliche Geschlecht sei durch 
eine starkere natiirliche Immunitat geschiitzt. Die Frau ist wohl nur 
der Infection weniger ausgesetzt, besonders auch dadurch dasz die 
Frau eine angeborene Scheu vor Mausen hat, und nicht Jeicht dazu 
kommt, sie anzufassen. 

Von einzelnen Kranken erhielten wir das Serum mehr als einmal und 
konnten dann das Steigen des Titers feststellen, der sicherste Beweéis 
einer bestehenden Infection. So stieg er bei drei Kranken, Jo S., Leo D. 
und J. S. von 0 auf 3000, bei Henk S. und Arnold S. von 0 auf 300 
bis 1000, und von K. B. von O auf 10.000. 

Die meisten Kranken gingen aus der Landpranxis hervor, es konnte 
daher nur bei wenigen die Untersuchung auf Leptospiren in Blut und 
Urin durchgefithrt werden. Von den 5 Ziichtungen die zur richtigen 
Zeit und mit den richtigen Mitteln vorgenommen werden konnten, waren 
4 positiv und zeigen daher, wieviel man mit diesen Methoden erreichen 
kann. Die Ausscheidung mit dem Urin, die wir ja von anderen Lepto- 
spirosen her kennen, fand in zweien der drei Falle, die uns dafir zur 
Verfiigung standen, statt. Da wir das gleiche bei der Maus sehen, scheint 
die Ausscheidung mit dem Urin, entgegen anderen Behauptungen, eben 
doch zum Krankheitsbilde des Schlammfiebers zu gehoren. Laut brief- 
licher Mitteilung hat UnLENHUTH bei den Feldmausen in Baden auch 
den Urin besetzt mit Leptospiren gefunden. Rimpavu (6) dagegen verneint 
die Frage noch in seiner letzten Arbeit ausdriicklich, jedoch ohne eine 
Erklarung fiir dies merkwiirdige Verhalten- seiner Mause geben zu 
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Im iibrigen war das Symptomenbild bei den hier angefihrten Kranken 
mit dem in der Literatur beschriebenen gleichlautend. U.a. wurden 
zweimal meningitische Symptome beobachtet. Dadurch irregefihrt 
stellte der Arzt die Diagnos genuine Meningitis, und liess den Kranken 
ins Hospital iiberfiihren, wo der Prozess alsbald abklang. Von 7 der 
Jungen konnten wir leider keine klinischen Besonderheiten erfahren, 
ihre Zugehorigkeit zum Schlammfieber wurde nur serologisch erwiesen. 

Dies ist in kurzen Ziigen der Stand unserer Kenntnis des Schlamm- 
fiebers und seiner Verbreitung in den Niederlanden. Zweifellos wird mit 
diesen 21 Fallen die Ausdehnung der Krankheit unter dem Landvolk 
auch nicht annahernd erschépft sein. Andererseits weist nichts darauf, 
dass die Krankheit hier unbemerkt eine gréssere Rolle gespielt hat. Das 
Ausbleiben von Epidemieen muss umso mehr auffallen, als die Infection 
unter den Mausen hier im Lande stellenweise iiberraschend stark ver- 
breitet vorkommt. In Deutschland ist der bisher gefundene Prozentsatz - 
viel geringer. Nach seiner soeben erschienenen Arbeit findet Rimpavu (6) 
unter 204 Mausen, die ihm aus verschiedenen Gegenden Deutschlands 
Bayern, Sachsen, Mecklenburg zugeschickt wurden, 26 mit infizierten 
Nieren (oder richtiger 26 Tiere mit durchgemachter Krankheit, da er 
die serologischen Resultate mit einrechnet, s.o.) oder 13 %, UHLENHUTH 
in Baden unter mehr als 100 Tieren nur 2 infizierte (briefliche Mitteilung). 
Nun will das nicht viel sagen, es kommt mehr darauf an zu wissen, wie 
gross der Index in den Gebieten ist, wo man gehiuftes Auftreten des 
Schlammfiebers beim Menschen kennt. Auf diese Gebiete bezogen giebt 
das Material von Rimpau einen Prozentsatz von 15 auf 96 Mause, mit 
der Combination aller Methoden gewonnen. Unsere eigenen Stichproben 
(einmal 4 und einmal 3 Mause) aus der Gegend von Regensburg, einem 
ausgesprochenem, endemischen Herd, waren trotz ihrer Kleinheit viel- 
versprechender, von 7 Mausen erwiesen sich 2 infiziert,,also ein drittel 
etwa, womit der hollandische Prozentsatz, 31 % bei 479 Mausen, erreicht 
wird. Hierbei muss man iibrigens im Auge behalten, dass unsere Zahlen 
sich teilweise nur auf die mikroskopische Untersuchung stiitzen, also 
nur orientierend sind. Aber auf der ganzen Strecke ist das Untersuchungs- 
material noch zu klein, um den Widerspruch zwischen dem Zustand in 
Holland und dem in Epidemiegebieten zu erklaren. Nicht einmal die 
grobsten Untersuchungsfehler kénnen wir heute ausschalten. Es kénnte 
ebenso gut sein, dass sich in Holland bei besserer Kenntnis herausstellt, 
dass die Krankheit doch haufiger ist als man dachte, wie umgekehrt, 
dass sich in den Epidemiegebieten, sei es auch nur zeitweise, ein viel 
hoherer Index bei den Mausen finden lasst. Die hier unbeantworteteten 
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Fragen, deren Lésung aussichtsvoll ist, machen die weitere Forschung 
nur interessanter. 


Zusammenfassung. 


Die seit reichlich einem Jahr laufende Erforschung des Schlammfiebers 
in den Niederlanden hat bisher 21 Falle der Krankheit zu Tage geférdert. 
Von 479 untersuchten Mausen waren 146 Trager der Infection (31 %). 
Die Verbreitung ist keine universelle, sie schwankt ortlich und zeitlich 
zwischen 0 und 100 %. Die Frage, warum hier keine gehauften Erkran- 
kungen wie in Schlesien u.s.w. vorkommen, wartet noch auf Antwort. 
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THE BIOLOGICAL IDENTIFICATION OF NATIVE 
AND OF COOKED PROTEINS 


by 


J. D. VERLINDE and A. J. VAN DEN HOVEN VAN GENDEREN 
(Received December 16, 1942). 


The precipitation reaction is of great importance for the identi- 
fication of human and animal proteins, for the examination of blood 
in forensic practice and the tracing of adultaration (meat from animals 
other than for butchering) in foodstuffs of animal origin. 

Although the precipitinogen is heat stable and is successfully applied 
in bacteriological diagnostics when cooked antigen is made use of 
(reaction of AscoLi), it can apparently not serve for the differentiation 
of cooked meat proteins. A method for the identification of such matter, 
however, may be of great importance, as sausage has often been heated 
to such a degree that a precipitation reaction according to the usual 
technique of UHLENHUTH is no longer possible. 

By cooking the protein coagulates in a way that it becomes insoluble 
in water. Therefore it is impossible to induce precipitation with a saline 
extract of cooked meat, whilst it is impossible as well to perform the 
precipitation reaction with such a saline extract as an antigen, as the 
extract will not contain any protein. Coagulated protein, however, 
may be brought to solution by heating with sodium hydroxide. Such 
a dissolved cooked protein can react upon a precipitating serum pre- 
pared against native protein of the same species, provided that the 
protein has not been heated above 75° C. To identify more highly heated 
proteins, precipitating sera have to made use of which have been pre- 
pared with this heated protein. Such sera are prepared by means of 
dissolving the protein in NaOH, neutralizing with acid and injecting 
rabbits. For the identification of egg albumen this method appears 
to be effective. This principle has been worked out by Boscra (1) 
into a suitable method for practical use in tracing duck’s egg elements 
in victuals. For the identification of cooked meat proteins, however, 
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this method has not yet been put to practical use. Some investigators, 
however, have been engaged on this problem and ScuU1zxE (4) among 
others succeeded in preparing a precipitating serum against human 
muscle protein by these means. The amount of liquid which had to 
be injected into a rabbit in order to get an active precipitating serum 
amounted to no less than + 100 ml in total. 

Onc (3) meanwhile was able to prepare a precipitating serum with 
a high titre against native hen albumen by means of a single sub- 
cutaneous injection of albumen, emulgated in vaseline-lanoline. BRUYN- 
OGHE (2) on the other hand mentions that substances like tapioca and 
lanoline which are meant to check the resorption, do not practically 
exercise any influence on the height of the, serum titre. 

We have applied the method of ONG on various cooked animal pro- 
teins in the aim of arriving by such relatively simple means at a method 
for.practical use in the identification of cooked muscle proteins. Although 
some experiments have been carried out in order to ‘induce the for- 
mation of precipitins with saline extracts of cooked muscle proteins, 
even when starting them we could not expect any results from this 
method. We have however studied more in detail the question whether 
cooked protein in dried state might be able to form precipitins. Such 
proteins could be emulgated as a powder in the vaseline-lanoline mixture 
and so be injected as a whole. Besides we have considered whether by 
means of this method a precipitation serum of high titre against 
native muscle protein might be prepared. The advantage over the 
technique followed up till now, which involves repeated intravenous 
injections, is that a single subcutaneous injection would suffice. 

The experiments have been carried out with the following proteins: 
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a. Saline extract, prepared as follows: 50 g ground greaseless beef 
_is kept over night in the ice-box in a recipient with 50 ml phy- 
siological salt solution and then filtered through paper and through 
a Seitz filter. 


b. Dried meat as a finely divided powder, obtained by means of 
grinding, drying in vacuo over sulphurie acid and calcium chloride 
and pulverising in.a mortar. j 


2. Dried dog muscle. 
. Dried goat serum. 
4, Dried hen albumen. 
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B. Cooked proteins, 
1, Beef. 
a. Saline extract, i.e. the filtrate of 50 g ground, greaseless beef, 
which has been cooked in 100 ml water for 30 minutes, 
b. Dried meat (cooked in water for 30 minutes, dried in vacuo and 
pulverized). 
2. Dried, cooked dog muscle. 
3. Dried, cooked goat serum. 
4. Dried, cooked hen albumen. 


The precipitating sera have been prepared as follows: 

Saline extract or serum has been emulgated in generally twice its 
quantity of vaseline-lanoline. Dried protein has been emulgated in 
vaseline-lanoline, either as such or after mixing with a small quantity 
of physiological salt solution. The used quantities are marked down 
in table 1. 

The emulgating proceeds in a mortar heated on a water-bath of 
40—50° C. After its sterilisation the mixture of equal parts of vase- 
line and lanoline is liquified in the water-bath. The liquid is poured 
into the mortar whereupon the albumen by gradual addition is emul- 
gated into it. The emulsion is then drawn up in a heated syringe and 
immediately injected subcutaneously. After various periods of time 
after the injection the serum has been examined for the presence of 
precipitins against the homologous protein, whilst for the checking of 
the specificity precipitations with heterologous proteins have been made 
as well. Merely when a ring appeared within 20 minutes the reaction was 
deemed positive. 

The sera prepared against hen albumen have been titrated against 
a saline extract of this albumen. The remaining precipitating sera have 
been titrated against normal serum of the homologous species. 

Various precipitating sera against native as well against cooked 
proteins have been successfully prepared. Some of these sera had a 
higher titre (1 : 30.000) than may be obtained with the usual intravenous 


injections of dissolved native protein, which usually are not higher | 


than 1: 20.000. The sera are specific. 

The fact that the sera prepared against cooked protein give a pre- 
cipitation with the homologous native protein, proves that the antige- 
nous character is not changed by cooking. The highest titre is obtained 
on averagely the ninth to eleventh day after injection, but in one case 
this occurred already on the seventh day and a few times not before 
the twelfth and thirteenth day. The titre often rises very quickly. 
Once the formation of precipitins begun, the following day the maximum 


35 


The biological identification of native and o1 .-oked proteins, 


‘orjroads uou (, 
sAep 6 000 0€,: I 88<é1 OI ; usuInd[e Usy Pelip 8ul Qos 
skep 1 000° 0€ : T 6L6L Or ie ead, Poe usUIN|e Usy Poslip Sw QoQg 
skep 6 000 0€ : I CLGI OI ‘I9}yeM Pa[IZSIp [UL G+. UsuINd[e. Usy pPelIp sw Q0Qg 
skep IT 000°0€:1 | ZLZI OL ‘Jozyem pal[lysip [wg + UsuInq[e usy palip Sur Cg 
shep II 00001 : T S6Gl G ‘I9JVM Pa2[[ISip Jur g + uInNIas }eOS PolIp SUI OLE 
sXep II 00001 :T 2931 ¢ ‘192M paT]ystip yur ¢ + wINIds }eO8 parip Sur ye 
skep OI 000°0€:1.|. I9ZI Qs ‘193eM paT[ysip [ur og + umnias 7208 parip Su 0% 
shep IT 000 01: T 9I€1 g pa Cle ee: winiss 3vod palip sw 0g 
sAep §1 0006 <I 1081 ¢ Ye  uintesigeod pomp auiannG 
skep 6 000°01 : I 9Scl Or "2 >) epsnum sop pomp surjoor 

7 O&s6L c ‘ures [UI g + 9[OsnuI sop polip Su gos 
sAep OT 000 01: T T06I g * ‘quiyes [ur g + je0q Polip Sul QOOT 
sAeP 6 000 01: T PCIT c * ‘auryes [UI g + joeq poelIp BUI QOOT 

a2 GGT G : ot hed ae ‘Jesq JO jOeIZXO OUTTeS JWI G 
skep 6 OO9SLs eal 6c1L Or "Jaeq JO JOeI}]XA oUTTeS [UI G 

urezo1d payooo fo asoq 

sAep 1 000°0€ : T Fel of ‘uouINd[e Udy polip Sul QQG 
shep 1 000°0§ : T Evel G : ; * ‘usuINg]® Usy pelip sw OQdg 
skep [I 000°08:T | 0681 or ‘TOYEM Pal[4SIp JUG +  — uodUNG]e usy palp Sur _eg 
sAep 6 000 0€ : T 6861 OL ‘I39}eM Poe[T}SIp ur g + usUIN|e® Usy polip Sur _¢e 
skep 6 0006 <1 SIél g Now OY ike Me Se ‘WINIIS }eOS Pap BUI _GG 
shep [I 000°0L : T LI&I G ‘UINIIS }eOS polip sul Y_QE 
shep [I 600°: 1 Ge OSeT Ol "+ + ‘ymnids 7v08 Ju 9 
shep TI ooo'e :1 | 6rel ol ‘unas 3vOS [Ug 
shep ZI 0OOT :1 | 683 GZ ‘WNIas yeOS TW g°zZ 
sAep TI 000°03: 1 | 8szZar OI : ‘gposnut Sop pap Sur 90g 
skep 6 000 0S 21 fo LSet or Bo " # -~ = y99q polipsut ogg 

oa 9631 mt " * * “guryes [ur p + y90q Pap Sur YOg 

—< LIZI OL " * > seulpes [uy + joeq pelup Sur 00g 
sep OL 000 08 : I SESI OL 2° ear ees *Jooq JO JOeI}XO OUTTeS |W GC 
shep of | (1000°€ <1 ESI Or a NE ‘Jooq JO j0v1}xo aUT[eS [WC 

a POSI OL ig "+ *yoaq Fo yoeIZx9 oUTTeS [UI g 

posn o1n}Xtul 
ENS oIULL yqqey euONe) utsjoid sateVU FO asoq 
pouiezqo -JUT[OSPA 


OW. TO TTIl 


| 
=: e <a. 
36 J. D. Verlinde and A. J. van den Hoven van Genderen, 


is already reached. After injection of dissolved protein the titre as a 
rule falls’quickly, but after injection of dried protein the maximum 
may be kept up for some time. This may be due to the slow resorption 
of the powder. 

When the identification of a cooked protein is desired in practice 
it needs to be dissolved and this dissolved protein must give a specific 
precipitation reaction with a serum prepared against this cooked protein. 
We have investigated whether a muscle protein, after solution in NaOH, 
would give a specific reaction with a precipitating serum prepared in 
the described manner against this cooked protein. This proved actually 
to be the case. In dissolving the cooked muscle protein we have followed 
the technique of SCHiTZE:. 

500 g greaseless meat is ground and cooked in one liter of water 
for half an hour. The water is removed by filtration and the meat is 
brought into one liter of boiling NaOH (0.5%) for five minutes. The 
liquid is poured off and immediately neutralized with acetic acid. The 
deposit is separated by filtration, washed with water, rubbed with 
alcohol in a mortar and filtered again. Now the deposit is rubbed with 
ether and filtered. The deposit is then dissolved in water, which con- 
tains some drops of a weak solution of sodium carbonate. If this solution 
is still cloudy, it is centrifuged or filtered. 


Summary. 


In rabbits specific precipitating sera of high titre (up to 1 : 30.000) 
can be induced with native as well as with cooked proteins by means 
- of single subcutaneous injections with the protein concerned emulgated 
in vaseline-lanoline. In the experiments muscle protein of cattle and 
dog serum and hen albumen have been used. The proteins, either cooked 
or native, are dried, pulverized and emulgated as such in vaseline- 
lanoline on a water-bath of 40—50° C., adding if needed some saline 
or distilled water. The injection follows immediately. The precitating 
sera prepared against cooked proteins give a precipitation reaction with 
the homologous native protein as well as with the cooked protein which 
is dissolved in NaOH. 


Literature. 


1. O. BosGra, Over het Opsporen van ,,eendenei’’ jn eet- en drinkwaren. 
Thesis Utrecht 1941, — 2, G. BRUYNOGHE, Z. Rassenphys. 11, 24, 1940, — 
3. S. G. Onc, Antonie van Leeuwenhoek 9, 1, 1943, — 4. A. SCHUTZE,| Z. f, 
Hyg. 37, 487, 4901. . 


(From the Technical Department of the ,,Centrale Organisatie voor Toege- 
past Natuurwetenschappelijk Ones and the Laboratories of the 
City Health Department, Amsterdam). 


A NEW SILICATE MEDIUM, 
A USEFUL SUBSTITUTE FOR AGAR-AGAR 


by 


A. CHARLOTTE RUYS 
- (Received February 8, 1943). 


Since the beginning of the war agar-agar is no more imported and 
many methods have been tried to economise or to substitute agar-agar 
by some other solidifying substance. Uptill now nobody has succeeded 
in preparing a universal substitute. Only media made solid with silicates, 
so far have given hopeful results. HETTCHE and Mincu (1) added Na 
silicate to the nutrient medium and neutralised it subsequently with 
a 25 % solution of phosphoric acid. The few minutes which elapse before 
solidification are enough to pour the medium out into dishes or tubes. 
The high salt content and the large quantity of water expressed after- 
wards are disadvantages which make the medium ‘improper for daily 
use in a large routine praxis of fecal examinations. 

OLszEwsky and K6uLER (2) tried the old method with media soli- 
dified by dialysed silicates. They are said to furnish fairly good results 
but they are rather complicated to prepare. 

In collaboration with B. Koxk and J. F. van LOENEN, technical. 
assistent, I tried to overcome some of these difficulties. Kok, working 
in charge of the Technical Department of the ,,Centrale Organisatie 
voor Toegepast Natuurwetenschappelijk Onderzoek” prepared a simple 
silicate medium without the excess of salts. When to K silicate a solution’ 
of tartaric acid is added the precipitate of K bitartrate can be filtered 
off and a silicate sol which is poor in salts is left. This sol is acidified 
and mixed with a concentrated nutrient medium. It then stands boiling 
temperature for several minutes without coagulating. This acid mixture 
is then neutralised by some fresh K or Na silicate after which it is poured 
quickly into plates or tubes. 
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The media prepared in this way contain much less salts than those 
of HETTCHE and Mincu. Also in this medium the synaeresis water does 
give some difficulties, but these do not interfere with the use of the 
medium. ) 

When trying several nutrient fluids it soon was obvious that broth 
could not be used. A peptone solution, however, prepared with ,,Or- 
ganon”’ peptone gave better results. It offers enough food to those patho- 
genic micro-organisms, which grow on ordinary nutrient-agar. The 
,,Organon”’ peptone favours the growth of several organisms much more 
than the usual Witte or Bacto peptones, but it gives less typical colonies. 
Moreover it is much cheaper. When the pH is adjusted to 7—7.2 the 
medium is perfectly clear and has a shining surface. It is somewhat less 
elastic than those prepared with agar-agar, but it can be. inoculated 
without difficulties with a wire loop as well as with a glass spatule. 

Instead of the usual nutrient agar slants we now use those with the 
peptone-silicate medium, which has the advantage to spare also the 
meat extract (which cannot be obtained any more) or the rather costly 
meat. The synaeresis water is collected at the bottom and does not 
interfere with the growth of the micro-organisms. 

The various bacteria and cocci grow on this medium as luxuriously 
as on the ordinary agar ones. With some care suspensions of the or- 
ganisms can be made easily by scraping the surface gently with a loop 
and transfering the bacteria to another tube with the salt solution. 
The culture should not be washed off because in that case the suspension 
is not quite stable. Mobile bacteria behave like those grown on agar 
media, the agglutinability is the same. There is no tendency to a rapid 
change from the smooth to the rough form. On the contrary with Shigella 
sonnet we got the impression, that the smooth form is more stable on 
the new medium. 

As a substitute for the Endo plate we prepared a medium with lactose 
and ,,Organon” peptone as foodstuffs, bromothymol blue as an indicator 
and the silicate as solidifying substance. E. coli grows on it in yellow 
colonies, the pathogenic fecal micro-organisms in blue ones. The 
colonies are smooth, translucent, moist and well isolated. They have 
no typical appearance, there is no difference between the smooth and 
rough colonies. Only the various Salmonella types have a tendency 
to grow very moist and to fuse. Fecal suspensions are plated out over 
three plates in order to get well separated colonies. When the plates 
are too heavily seeded, the blue colour of the colonies does not appear. 
Since several months we now use these media in routine praxis. 
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Besides these a selective or enrichment medium is inoculated, namely 
for the isolation of Shigella’s: Leifson’s medium, for typhoid bacteria, 
the Wilson and Blair plate and for the Salmonella’s the enrichment 
methods of MULLER, KAUFFMANN or Ruys, which each have shown to 
be superior for the respective micro-organisms (3). 

Comparative figures prove that there is practically no difference in 
the reliability of the Endo and silicate medium, especially for the isola- 
tion of Shigella’s, the bulk of our daily routine work. | 

A comparison of the Endo and Leifson medium has shown that 
‘Sh. sonnet grows somewhat better on the Leifson than on the Endo 
medium. In 214 specimens from which Sh. sonnei was isolated, 126 times 
both media gave a positive result, 50 times the Leifson and 37 times 
only the Endo plate were positive. So Leifson’s medium provided 82 % 
of the positive results. From another 145 positive specimens, which 
were plated out over the silicate and Leifson media, 68 were positive 
on both, 54 on Leifson’s and 23 only on the silicate one. When the Endo 
plate would have been used instead of the silicate medium, we might 
have expected 3 more positives. So there is a negligable loss of 2 % 
(Leifson’s 122 positive specimens should be 82 %; 100 % = 148, the 
loss is 148 — 145 = 3 =2%). 

For Sh. dysenteriae (Flexner group), E. typhosa and the Salmonella’s, 
the data are too scarce to furnish comparable figures; the impression 
is favourable. 

For these micro-organisms, however, we may rely on the susceptibility 
of the selective or enrichment media which have proved to be far superior 
to the Endo plate. For the isolation of Salmonella’s, the very moist 
growth is a drawback. If possible in such cases Endo plates should 
be chosen. 

I think we may conclude from these experiments that for those who 
do not have a large supply of agar-agar, the silicate media may be well- 
come substitutes for nutrient agar slants and Endo plates. The silicate 
media will save much agar-agar for other purposes in which it is in- 
dispensable. The price of one usual Endo plate is now 4.2 cents, that of 
one silicate plate 0.46 cents. 


Preparation of the media. 


Requirements. 
1. potassium silicate sp. w. 1.085. Solutio silicatis kalici venalis Brocades 
28—30° Bé is diluted with nearly 2 parts of tapwater to the sp. w. re- 
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quired. 1 cc of this dilution should take nearly 0.65 cc normal HCl to 
reach pH 7.(if not the dilution is to be adjusted to the reaction required). 
2. tartaric acid 7 N. 

3. a solution of 10 % sulfuric acid, and a solution of 10 % phosphoric 
acid. 

4. concentrated potassium or sodium silicate. 


Preparation. 

To 20 parts of tartaric acid (solution 2) 100 parts of potassium silicate 
(solution 1) are added under constant shaking. After 5 minutes the 
sediment is filtered off through a filter in a Buchner funnel. The filtrate 
must be clear. Immediately afterwards 1/20 part of both the sulfuric 
and phosphoric acid solutions (solutions 3) are added. To this mixture 
twice the volume of a 14 times concentrated nutrient medium is added, 
namely: . 

A (to replace the nutrient agar slants) a sterilised 
1.5 % solution of Organon peptone in distilled water. The silicate- 
peptone mixture is boiled for some minutes and allowed to cool. In a 
sample the quantity of concentrated silicate (solution 4) necessary to 
adjust the reaction to pH 7 — 7.2 with bromothymol blue as an indicator 
is calculated. After adding the quantity of silicate required the mixture 
is tubed and put in a sloping position. It cannot be sterilised afterwards. 
No more than 300 ce of the medium can be prepared at a time. 

B (to replace Endo’s mediu m) a sterile solution of 1.5 % 
Organon peptone and 1.5 % lactose in distilled water. The silicate- 
peptone-lactose mixture is boiled for some minutes and then allowed 
to cool. To every 100 cc of this mixture 1 cc of bromothymol blue is 
added and with the concentrated silicate (solution 4) the reaction is 
adjusted to pH 7 — 7.2. Immediately afterwards the medium is poured 
out into plates. When they have solidified they are put in a sloping 
position overnight. Next morning the exuded water is poured off and 
the medium incubated at 37°C. for 1 to 1.5 hour to allow a sufficient 
drying. 

Summary. 

Two silicate media are described which in comparison with agar-agar 

media have only slight disadvantages. They are very cheap. 
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ON BACTERIOPHAGE ANTI-FLEXNER 
by 


S. J. C. DUNLOP 
(Received January 20, 1943). 

In 1921 a Flexner strain, which possessed some remarkable properties 
was isolated by FLu (3) from the discharge of a patient with Tropical 
Sprue. Though doubtlessly a Flexner strain, it could not be agglutinated 
by Flexner immune serum. Moreover it was resistant to a bacteriophage 
anti-Flexner. In fact the phage was absorbed by the bacteria to such 
an extent that it could be deemed a specific abscrbtion. So here an in- 
agglutinable, phage- -resistant Flexner strain is concerned, which, how- 
ever, absorbs specifically the phage particles from the liquid. 

In 1940 Prof. FLu invited me to investigate whether the mentioned 
properties of this Flexner strain had undergone any change. This became 
the starting point for the following investigation. 

Accidentally the strain had been kept in duplicate.in 1921, and these 
two strains, isolated simultaneously and from the same portion of dis- 
charge were designed as Flexner 38 and Flexner 39 in the strain collection 
of our laboratory. So initially these latter strains could not be  dis- 
tinguished and were both designed as Flexner KB. 

Initially both strains had been transferred fortnightly to broth-agar, 
but in 1937 they had been transferred to an egg containing medium as 
described by BESREDKA, which however, had been supplied with broth 
instead of water '). This medium will be designed as BESREDKA but it 


1) 30 cc of egg white are supplied with 300 cc of distilled water, which is 
supplied in small portions. After the appearance of small floccules the liquid 
is filtered through sterilized gauze, brought in a water bath of 100°C. and 
filtered hot through Chardin filter paper. 

20 ce of egg yolk are slowly mixed with 200 cc of distilled water and about 
1 cc of NaOH 1 N is added on every 100 cc of liquid, till the liquid becomes 
clear, Then it is kept in a water bath at 100° C. during 15 minutes and after- 
wards filtered through Chardin filter paper. 

400 cc of the dilution of egg white and 100 cc of the egg yolk dilution 
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is to be kept in mind that it is not the original medium of BESREDKA. 

Under these conditions the strains can be kept living for at least a 
year. At the close of a yearly period they are transferred to agar, ex- 
amined as to their biochemical properties, agglutinated and then once 
more transferred to BESREDKA. 

The Flexner 38 strain had kept the same properties in the course of 
years. It also had kept the S-form, though this had somewhat changed 
into SR more recently. It had never, however, grown into a pronounced 
R strain. In 1938 it had agglutinated once with a Flexner immune serum 
to a dilution of 1 : 400, later on however no more. No further attention 
had been paid at the moment to that phenomenon. 

The Flexner 39 strain also had maintained the same biochemical 
properties all the time. In both strains the periodical changes in the 
carbohydrate spectrum had occurred, which are so typical of the bacteria 
of the Flexner group. In 1937, so before the Flexner 39 strain had been 
transferred for the first time to the BESREDKA, the strain suddenly had 
grown R. Besides the typical growth on agar it also had shown the other 
phenomena of an R strain, 7.e., the spontaneous agglutination and the 
growing in broth with a sediment in a liquid that remains clear. Neither 
had any further attention been paid to this at that moment; merely 
a note had been made of the fact. 

At the beginning of my investigation in 1940, an initial control was 
made whether the properties which the strains had shown in 1921 were 
still unchanged. As a matter of fact the difference in behaviour of the 
strains in broth, on the agar plate and at the agglutination was very 
conspicuous. 

When the strains were supplied with a bacteriophage against Flexner, 
freshly isolatéd from canal water, the Flexner 39 strain lysed immediately 
and completely, while the Flexner 38 strain showed no lysis in the broth. 
and did not produce plaques on the agar plate. It absorbed the phage 
in a high degree, as the results of the following test indicate. 

The phage was diluted according to APPELMANS 10-1, 10-2 and 10-3. 
A Series. Out of every dilution 0.2 cc was mixed with 0.2 cc 
suspension of a lyso-sensitive Flexner strain and the mixture was 
spread over an agar plate. Then a dense suspension of the Flexner 
38 strain (4 milliard bacteria per cc) was made. 1 cc of this suspension 
was mixed with 1 ce of each of the phage dilutions. 


are mixed in flasks of 1 | and these are sterilized at 115° C. for 20 minutes. 
Equal parts of sterile broth are added and the medium is brought into 
sterile test tubes. 
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B Series. 0.2 cc of these mixtures after the lapse of 15 minutes 
were supplied with 0.2 cc of a suspension of the lyso-sensitive 
Flexner strain, and the mixture spread on agar plates. 

C Series. Treatment as B, but 0.5 cc suspension of the Flexner 
38 strain and 0.5 cc physiological salt solution were added to the 
phage dilutions. In the same way corresponding mixtures from 
the B series were made up. 

D Series. Treatment as C, merely changed by adding 0.25 cc 
suspension of the Flexner 38 strain and 0.75 cc of 0.9 % NaCl. 
A checking was started with none but the lyso-sensitive Flexner 
strain and sterile broth, in order to state whether the Flexner strain 
as such might produce plaques. After one day we noted the results 
as given in table 1. 


Table I 


—————— 
Amount of plaques 


Phage dilution 


A series B series C series D series 
10-1 oo 3 252 324 
1¢-2 212 0 8 V7 
16-3 30h 0 ] 2 
Check > no plaques to be seen 


So here a strong absorbtion proves to occur. Even in the D series 
in which merely 1 milliard bacteria per cc occur, still about 9/10 of the 
total phage concentration is absorbed. 

It is well known that a phage can be strengthened by its cultivation 
for some period of time with the strain of bacteria the lysis of which is 
aimed at. So the following experiment was taken. 

The phage was spread together with the Flexner 38 strain on an 
agar plate. After the plate had been kept for 24 hours at 37°C., the 
layer of bacteria was washed of with physiological NaCl solution. The 
suspension was centrifuged and the supernatant liquid, together with 
fresh bacteria of the Flexner 38 strain spread anew over a plate. This was 
repeated several times. 

After some 5 passages small plaques appeared on the plate. When 
the contents of such a plaque were inoculated in a tube of broth provided 
with a trace of the Flexner 38 strain lysis appeared after 2 hours, dis- 
appearing again, however, after 18 hours. Moreover on the agar plate 
soon secundary colonies appeared. So the strain apparently was not 
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lyso-resistant, but formed secundary colonies easily. In 1921 Fiu had 
tried by to some extent similar means to induce lysis in the strain, 
without result, however. 

These notable results deserved further study. In this connection the 
remarkable results were thought of which BurNET and MCKIE (2) in 
1930 arrived at in a research as to the existence of any connection 
between the antigenic structure of the dysenteria-Flexner bacteria and 
the susceptibility of these strains to the various groups of bacteriophage. 

The antigenic structure of the Flexner strains was determined ac- 
cording to the scheme of ANDREWES and INMAN (1). This scheme holds, 
that there exist 5 types of Flexner bacteria differing in antigenic proper- 
ties. There are 4 different antigens: V, W, X and Z. There are types of 
Flexner bacteria, which contain each one quite pure antigen, and which 
are designed as V, W, X and Z. There is, however, a type Y, which 
contains about the same amounts of all the four antigens and thus is 
similar in antigen aspect to all four types. The agglutination induced 
with the antisera against these 4 antigenic types is specific, so type Y 
agglutinates with all four sera about as strongly. There are moreover 
some strains which are designed as types VZ and WX, which agglutinate 
more specifically with two of the antisera than with the other two and 
which thus contain each a couple of antigens. These exceptions I left 
out of account, like BURNET and McKie did. 

Among the many results these authors arrived at, I shall only cite 
a few in as far as they have a bearing on the investigation at hand. It 
follows from their tests that the bacteriophage anti-Flexner can be 
divided into 4 groups. The various antigenic types of the Flexner strains 
behave differently towards these four types. Thus BuRNET and McKie 
find that the types X and Y can be lysed strongly by all four groups 
of phage and type Z as well. Type V and W however are dissolved by 
some phages and by others not. 

Next to this they find differences between the action of some phages 
on the R and S form of some bacteria. Most phages lyse the R and S 
forms equally well. One group however, designed as E is active merely 
with the S form of the types V, Z, X and Y and not with any R form. 
Others give lysis either with the R or the S form. The changing of a 
bacterial strain into an R form makes it much more lyso-sensitive, 
excepting the phages of group E, inactive for all R forms. 

When I might arrive at confirming these results, along with an anti- 
genic analysis of the Flexner strain 38 and the Flexner strain 39, it 
might furnish an explanation of the difference in results arrived at by 
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Fu in 1921 and by me in 1940. In this aim some data had to be gathered. 

First of all the Flexner, Y, Strong and van den Bosch strains from 
the collection of the laboratory were examined as to their antigenic 
structure according to ANDREWES and INMAN. In total there were 36 
strains. From these were 3 of the type V, 6 of the type W, 10 of the 
type X, 13 of the type Y and 4 of the type Z. The strains Flexner 38 
and 39 belonged to type X. 

Nine of the strains from the collection, when examined in the usual 
way agglutinated spontaneously; among them was the strain Flexner 39. 
These strains were suspended in 0.2 °4 NaCl, remaining well in suspension 
under these conditions. When tested they distinctly agglutinated. 

Besides the other differences the strains Flexner 38 and 39 differed 
somewhat in agglutination-spectrum when supplied with the type specific 
sera (Compare table III). So the strain Flexner 38 apparently produces 
a much more highly specific agglutination than the strain Flexner 39. 
Moreover the other 8 strains which agglutinated spontaneously in 0.9 °%4 
NaCl and which were agglutinated in 0.2 % NaCl, wiz., the Flexner 
strains 35, 145, 36, 136, 142, 144, 147 and the strain Strong 13, were 
each in their group not the most specific in their agglutination. 

It may be conceived that the developing of a strain as more or less 
R might induce the getting lost of some antigen, thus rendering the 
agglutination less specific. This might be studied more thoroughly but 
it would lead us too far at the moment. 

When examined in this way the Flexner 38 strain is apparently by 
no means inagglutinable, to the contrary it agglutinates very specifically. 
Merely in the absence of the right antiserum agglutination leaves of. 

It seems very probable that in 1921 not the ght antiserum to ag- 
glutinate with was used. This cannot be tested any more; it can be 
accounted for, however, why the strain is inagglutinable, when ag- 
glutinated with the routine serum of the laboratory. In fact the latter 
serum, which is usually used for diagnostic purposes, had been prepared 
with the Flexner 148 strain, which as appears from table III is a typical 
¥ strain. Theoretically it might be deemed the most ideal strain to make 
an antiserum with. According to the scheme of ANDREWES and INMAN, 
however, the Y strain contains less X antigen than V, W and Z. An 
antiserum prepared with this strain will probably agglutinate all types, 
but relatively the most weakly an X strain. In fact the X strains from . 
the collection apparently give higher titers in genera] with an X serum 
than with the serum that has been made with the Flexner 148 strain 
as indicated in Table II. 
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Table II 
TE 
Titer with 
Flexner X 
Nr. Serum X Serum Flexner 148 
dilution 1 dilution 1 
at ee OF leer ak SR ee ee eed 
30 8L0 0 
34 25600 40€ 
38 1600 0 
39 3200 100 
45 25600 6400 
133 1600 1600 
144 3200 1600 
145 1600 1600 
146 3200 800 
WE OAS 12800 1600 


The greatest differences occur in the two strains which agglutinate 
negatively with the Y serum, v7z., the strains Flexner 38 and 30. Now 
it is indeed very striking that these latter strains which during years 
had been inagglutinable, in 1938 both showed agglutination at the 
yearly control examination, viz., the Flexner strain 38 1 : 400 and the 
Flexner strain 30 1:50. No further-attention was paid then to either 
of these agglutinations, as the titers found were very low. It is possible, 
however, that the agglutination in 1938 occurred with a serum which 
had been made with a strain which contained a somewhat higher amount 
of X antigen. 

It was further tried to find an explanation for the difference in lyso- 
sentiveness between the Flexner strains 38 and 39 in 1921 and in 1941. 
In this end 6 different bacteriophages active on Flexner strains were 
isolated. 

This isolation was made by bringing some ditch water, respectively 
some horse faeces into 500 cc of broth and keeping it for 24 hours at 
37° C. The broth was filtered subsequently through infusorial earth and 
then through Chamberland candles L III. The filtrate was mixed with 
the various Flexner strains and examined as to the occurrence of lysis. 
Subsequently the phage was spread on an agar plate together with the. 
Flexner strain 37. A plaque was picked with a platinum needle and 
spread on a fresh agar plate, together with the Flexner strain 37. This 
was repeated several times. Thus the phage was purified in order to make 
sure that the test was carried out with one single phage. Only such 
results were recorded. This is the reason why phage 2 and 8 are left out. 
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A simpler method was not possible, as it would be of no use to Barity 
the phage initially by mixing it with the Flexner strain 37 and sub- 
sequently studying its activity towards the other Flexner strains, it 
being aimed at to study whether any difference in the activity of the 
phage on the different types of Flexner strains might occur. By an 
initial accomodation of the strain to a type Z strain the final result 
might be influenced and so results arrived at might not be valid. The key 
examinations had to be performed first of all and then according to the 
data a control had to be made as to the accuracy of the results obtained, 
by purifying the phage with a strain which was lysed equally strongly 
by all phages. 

6 different phages were isolated. Phages 1, 3 and 4 originated from 
ditch water from different sources, phages 5, 6 and 7 from horse faeces, 
obtained from horses of different stables. These phages were supplied 
to broth with the 36 different Flexner strains and the happenings were 
noted down hourly. 

The tubes in which a definite lysis had occurred were directly designed 
as positive and not examined any further. If the result was negative 
or doubtful the activity of the phage eventually present was streng- 
thened. This was done by spreading the phage, together with the bacteria 
involved on agar plates. After 24 hours growth at a temperature of 37° C. 
the bacteria were washed off. The bacterial suspension was centrifuged 
and the supernatant liquid spread anew along with fresh bacteria on 
agar plates. This was repeated several times. Plaques were noted as 
positive at the moment of their appearance. If after strengthening 6 
times still no plaques had appeared, the test was considered negative. 
In table III, which contains moreover a synopsis of the antigen structure 
of the bacteria the results are presented. 

The data of table III indicate several facts: 

1. The phages may be divided into two large groups, v1z., those from 
water and those from horse faeces. Specially the three horse faeces 
phages strongly impress as belonging to a same group, or perhaps of 
even being identical. 

2. The difference between both groups appears only in the groups V 
and X. 

3. 4 of the 5 strains which present a distinct difference. in their be- 
haviour towards the water resp. horse discharge phages are also strains 
which agglutinate characteristically. These are the Flexner X strains 
30, 38, 133 and the V strain Strong 13. This correlation, however, 
does not hold along the whole line, as several other strains also ag- 
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Table III 
Agglutination with Lysis with ° 
Kind of serum of type phage Nr. 
strain —— 
aN BG ad ee he 1fs[4|5je|7 
Va Sita iets 
Bi come 800 100 200 100 |} +} + | —|— | —} => 
Fl. 203 25600 200 400 800 | — | —|—}| — |— | — 
Strong 13 3200 400 400 400 |+)+/+]/—/—|]— 
West aims 
Fl. 7 6400 | 25660 800 400 | +/ +74) $1414 
Fl. 41 800 | 12800 | 6400 | 6400} +]/+)/+]+]+]+4+ 
BE 135 800 1600 50 400...) 1), ts] react beet yee 
Fl, 138 1600 6400 3200 400 ;+/+/+/+/+4+/+ 
Y 268 200 | 12800 3200 800 J Peep eee 
v.d. Bosch 205 50 200 50 50; +]}/+]/+}+}]4+]+ 
LS eta eins 
Hie aot 50 0 800 0 =) 2E ee ee 
il Se 3200 1600 | 25600 3200-) + | +h ot a 
Fl. 38 0 200 1600 Oy 2 ey Se 
Fie e39 800 400 3200 400 }+/+/+/+/+/+ 
Vuh hss 200 3200 | 25600 1600, } +) 4 +4) +f eS 
Fie los 400 50 1600 200 Ta eee ee 
Fl. 144 400 100 3200 2000S hee eee 
Fl]. 145 800 400 1600 400. | —j + 1+ 1-4) ih 
Fl. 146 800 800 3200 1600") Sere yes 
Neco 50 1600 | 12800 O;+})+}4+)})4+]4+)]+ 
NS talents 
Fl. 8 400 3200 3200 400° |] Fea) eee 
Fl, 36 800 400 800 400 |} +}/+]+]+]+)+ 
Fl, 42 3200 400} 3200 800 P| ET Sees 
Fl. 44 6400 6400 | 12800 6400.7 +) 4}/4+)/4+/4+]/+4+ 
Fl. 136 100 100 100 50 
Fl. 142 1600 400 1600 200 |}+ Pt yt peep eee 
Fl. 147 50 50 400 400 | + J—} ee se 
Fl. 148 6400 6400 6400 6400 |} +/+ /]/+/+/4+/+ 
You 2 400 400 400 400} +) +) +/+] 4+ 4+ 
Yi 29 400 400 400 400 |}+i+y)4+i+),4+]4 
Yo a2so 25600 | 12800 | 12800 | 12800 | —}4+]4+},+]/4 ]4 
Y 284 1600 1600 3200 3200 [=F] EP Pp] eee 
Dubious 
STRONG 12 400 400 200 0° |4= “ry 
Lee Si tiliciels us 
We Soir 1600 800 6400 | 25600 |} +/+) +}+]+4+]4. 
Bly 40 1600 6400 6400 | 25600 |} +/+ ]/+)+]/4]+ 
Fl, 140 1600 800 3200 6400 } +) +)/+]/4+}]4+]+4+ 
hd PS 100 50 50 400 |} +]}/+14+/4+ 14+] + 


il 


in this table means that no agglutination occurred in the dilution of 
50, the first dilution of the agglutination series, The figures show the 


dilution in which agglutination had appeared. 
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glutinate very specifically and: are either sensitive to both groups or to 
neither of them. 

4. Some strains, could not be brought to lysis. It may be possible all 
the same to induce lysis if only the right phage might be found. For 
my purpose it was not directly necessary to do so. 

Finally it was tried to find some connection between R and S strains 
with regard to their lyso-sensitiveness, the Flexner strain 38 being an 
RS'strain and the Flexner strain 39 an R strain. The following criteria 
_ were applied to design a strain as R resp. S. 


R S 
On agar plate all R all S 
On broth clear with sediment turbid with sediment 
Agglutination in 0,9 % NaCl spontaneously good 


Tested along these lines the Flexner 39, 142, 144 and 147 strains 
proved to be R, Flexner 138 and Y 283 on the other hand S strains. 
All the others are intermediate forms, most of all SR forms, designing 
as such strains which form colonies with a crenate margin. Both the 
S and the R forms are apparently lysed in an equally high degree by 
all 6 phages. : 


Das ssacne and iconclu's Lon: 


It may be concluded that the Flexner strain KB, isolated by FLu 
_in 1921, has proved to give rise to two variants: an R strain and an RS 
strain. The R strain has grown spontanecusly agglutinable and also very 
lyso-sensitive, which corresponds with an observation of BURNET and 
McKie (2). The RS strain apparently kept its original properties. A 
closer analysis applying results of recent investigations into the antigenic 
structure of the Flexner group, proves the strain not only to be not 
inagglutinable but in fact highly specific in its agglutination. The strain 
moreover is not resistant to all of the Flexner bacteriophages, but merely 
to a special group of them. It may well be supposed that these latter 
properties existed already in 1921, but that they have not been dis- 
covered at the moment as the subject had not been studied closely 
enough. So perhaps no actual variation has originated. 

The observations of BuRNET and McKie could be reproduced very 
closely. The slight differences existing between our observations and 
theirs may be ascribed to the limited number of strains studied. Whereas 
Burnet and McKie examined a small number of bacterial strains I 
on the other hand studied merely few phages. Burnet and McKIE 
could distinguish 4 groups of phages and I only two. If I had examined 
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more phages and above all phages, more varying in origin, I probably 
might have arrived at the distinguishing of a greater number of groups. 

In my opinion the conclusions of BurNeT and McK1r may be extended 
by adding that the more specifically a strain agglutinates, the more 
specifically it grows in sensitiveness against a special group of phages. 
The observation of BuRNET and McKie that type X would be lyso- 
sensitive to all groups of phages is a result of the fact that they worked 
with merely one X strain, which did not agglutinate very specifically. 
I could confirm, however, the difference in lyso-resistance between V 
and Z as mentioned by the latter investigators. 

My results as to the antigenic properties of the various groups do not 
agree with the conclusions BuRNET and McKIE arrived at. Among the 
strains V, W and Z used by them only one is agglutinated in every 
combination. In fact these strains are highly specific in their agglutina- 
tion. Their conclusion, however, that V, W en Z strains are actually 
more specific than X strains seems rash to me in view of the results I 
arrived at. As it is, an X strain can agglutinate very specifically, whilst 
V, W or Z strains may induce fairly strong coagglutination with other 
types of sera. 


Summary. 


1. The Flexner strain KB of FLu from 1921 has given rise to two 
strains: the Flexner strain 38 which has grown SR and the Flexner 
strain 39 which has grown R. The Flexner strain 39 is at this moment 
a spontaneously agglutinating, lyso-sensitive strain, while the Flexner 
strain 38 apparently has kept up its original properties and is inag- 
glutinable and lyso-resistant. Both strains belong to the type X of 
ANDREWES and INMAN. The Flexner strain 38, however, appears to 
agglutinate very specifically with an X serum. This strain can also be 
lysed by a special group of Flexner phage and not by others. 

2. The Flexner strain 38, however, is probably no variation of the 
strain KB of FLu. 

3. The results of BuRNET and McKie as to the correlation between 
antigenic structure of the Flexner strains and their sensitiveness to some 
groups of bacteriophage anti-Flexner could be confirmed in a high 


measure. 
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(Aus dem Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn), 


BESCHREIBUNG DER IM CENTRAALBUREAU 
VOOR SCHIMMELCULTURES VORHANDENEN 
ARTEN DER GATTUNGEN PHIALOPHORA 
THAXTER UND MARGARINOM YCES LAXA, 
NEBST SCHUSSEL ZU THRER BESTIMMUNG 


‘von 


F. H. VAN BEYMA THOE KINGMA 
(Eingegangen am 27 Februar 1943). 


Die Arten der einander nahestehenden Gattungen Phialophora und 
Margarinomyces gehoren zu den Pilzen, deren Bestimmung meist mit 
Schwierigkeiten verbunden zu sein pflegt. Das liegt nicht nur daran, dass 
die typischen Merkmale dieser Organismen mikroskopisch oft nur schwer 
zu erkennen sind, sondern auch daran, dass diese Merkmale in den sich 
langsam entwickelnden Kulturen erst gewissermassen herausgeziichtet 
werden miissen. Die zuerst angelegten Kulturen zeigen in bestimmten 
Fallen nur unscheinbare glatte, feuchte Pilzhaute, die einer mehrfachen 
Umimpfung bediirfen um diejenigen Organe zu bilden, die zu ihrer Be- 
stimmung fihren kénnen. Verwechslungen mit den Gattungen Tricho- 
sporium, V erticillium, Cephalosporium u.a. kommen vor und sind durchaus 
verstandlich. ; 

Wir hielten es daher fiir angebracht} die im C.B.S. vorhandenen Arten 
nochmals einer Revision zu unterziehen, sie dann monographisch zu be- 
handeln und mittels eines Schliissels ihre Wiedererkennung und Be- 
stimmung zu erleichtern. Dass die Reihe der Arten hiermit noch lange 
nicht abgeschlossen ist, davon sind wir tberzeugt, denn die in den 
letzten Jahren schnell angewachsene Zahl der Arten obiger Gattungen 
lasst vermuten, dass nicht nur manche dieser Pilze ihrer Entdeckung 
harren, sondern dass auch andere, die man heute noch unter falschen 
Namen weiterfiihrt, sich gelegentlich als hierher gehdrig zu erkennen 
geben werden. : 

Im ersten Abschnitt sind 17 Phialophora-Arten in alphabetischer 
Reihenfolge behandelt worden, im zweiten Abschnitt 6 Margarinomyces- 
Arten. Die Beschreibung der einzelnen Arten lassen wir weiter unten 
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folgen. Die Farbenbezeichnung mittels Zahlen erfolgte nach KLINCK- 
SIECK und VALETTE (13). Die Beurteilung der Pilzdecken geschieht am 
bestén in Petrischalen mit Bierwiirze-Agar. Zu dem Zwecke wird im 
hiesigen Laboratorium die in eingedicktem Zustande aus einer Brauerei 
bezogene Wiirze von 15° Balling mit Wasser im Verhaltniss von 1 : 3 
verdiinnt, 4 Stunde bei } Atm. Ueberdruck sterilisiert und in die vorher 
bei 170° C: sterilisierten Petrischalen ausgegossen. 


I, PHIALOPHORA Thaxter (1915). 


Im Jahre 1915 veréffentlichte MEDLAR (17) die Beschreibung THAx- 
TER’s einer neuen Gattung, Phialophora, mit dem Typus Ph. verrucosa 
nov. spec., einem Pilze, der als Ursache einer Hautkrankheit beim 
Menschen erkannt wurde. Eine lateinische Diagnose fehlte. Der englische 
Text lautet ibersetzt: 


Phialophora gen. nov. 


Mycelium bestehend aus braunen, septierten, zylindrischen Hyphen, 
welche zur Bildung von schnurartigen Strangen neigen, wahrend die Endaus- 
zweigungen monilioid sind. Konidien auf besonderen Tragern erzeugt, welche 
terminal und lateral von den Zweigen abgehen, bei der Reife freiwerdend, 
einzellig, erzeugt durch wiederholte Abschniirung des schiisself6rmigen 
Scheitels der sporenbildenden Zelle, worin sie in einer gelatindsen Masse 
gehullt kleben bleiben. Sclerotiale Zellen und Sporen in moniliaartigen 
Ketten werden auch im Substrat gebildet. 


Das auffallendste Merkmal dieser Gattung ist die Bildung der Sporen 
innerhalb des schiisself6rmigen Scheitels. Wie diese Bildung genau vor 
sich geht, wird nicht angegeben. Es war daher nicht weiter verwunderlich, 
dass in einer im Jahre 1928 erfolgten Veréffentlichung iiber Blaue in 
Coniferenholz LAGERBERG, LUNDBERG und MELIN (14) auf dasselbe 
Merkmal ebenfalls eine neue Gattung griindeten, welche sie Cadophora 
nannten. Die Beschreibung lautete folgendermassen: 


Cadophora Lagerberg et Melin nov. gen. 


Hyphis repentibus, griseo-fuscis. Conidiis endogenis, continuis, e thecis 
plus minus lageniformibus, ostiolo infundibuliformi praeditis. 


Nach Ansicht der Autoren entstehen die Sporen innerhalb der Phialo- 
phoren durch wiederholte Bildung von Querwanden. Wir glauben kaum, 
dass diese Ansicht heutzutage noch aufrecht erhalten werden kann. 
Ueber die Art, wie die Sporen bei Cadophora entstehen, schrieben wir (2) 
Folgendes: 
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,,Was die Bildung der Konidien bei Cadophora anbetrifft, stellen LAGER- 
BERG, LUNDBERG und MELIN sich auf den Standpunkt, dass die Konidien 
als Endosporen betrachtet werden miissen, d.h. dass dieselben innerhalb 
der Phialiden entstehen und durch den Mechanismus des Wachstums und 
der Reife nach aussen beférdert werden, wahrend von innen aus eine fort- 
wahrende’ Nachbildung stattfindet. Die Zellteilungen, welche diese Koni- 
dienbildungen einleiten, wollen sie in der Tat innerhalb der Phialiden wahr- 
.genommen haben. MELIN und NANNFELDT nehmen an, dass bei der Bildung 
der Konidien die aussere Schicht der Zellmembran aufplatzt um die innerhalb 
der Phialiden gebildeten Konidien durchlassen zu kénnen. Nach unseren 
Beobachtungen findet man in dem aufgetriebenen Teil der Phialiden nur 
grosse Vakuolen von unregelmassiger Gestalt, welche keinesfalls im Ent- 
stehen begriffenen Kenidien vortauschen kénnen. Wir miissen uns den Vor- 
gang der Konidienbildung ungefahr wie folgt denken: Die Phialiden stellen 
flaschenférmige Behalter dar, deren Inhalt von einer gelatindsen Membran 
umhiillt ist. Diese Membran liegt der 4usseren Wand dicht an. Schicken die 
Phialiden sich an, eine Konidie zu erzeugen, so platzt die Wand auf und die 
Membran, ernahrt von dem Inhalt der Phialiden, wachst mehr oder weniger 
kugelig aus demselben heraus, dabei auf dem zuriickgebliebenen, schiissel- 
formigen Teil des Scheitels ruhend. In diesem Stadium kann man einen Pilz 
der Gattung Cadophora unter dem Mikroskop daran erkennen, dass der halb- 
kugelige Teil an der Basis durch eine-gerade Querwand, eben den Rand der 
, ochtissel’”’, abgeschlossen ist. Bei der Reife der Konidien weichen die auf- 
stehenden Rander der ,,Schiissel’’ immer mehr auseinander und beharren in 
diesem Stande auch noch nach Abstossung derselben. Indem jetzt bei mikros- 
kopischer Betrachtung die dem Auge querverlaufenden Teilen der ,,Schiissel” 
mehr Licht durchlassen wie die iibrigen Teile, kommt das Projektionsbild 
desselben in der Gestalt eines typischen ,,Schnabels” zum Vorschein, woran 
die Gattung zu erkennen ist. Diese Auffassung wird gestiitzt durch die ge- 
legentliche Beobachtung, dass eine schon abgestossene Konidie, in einiger 
Entfernung der Schiissel gelegen, trotzdem mit der inneren Membran durch 
eine hyaline, eben sichtbare gelatindse Hiille verbunden blieb. Man kann 
hieraus schliessen, dass die Konidien zwar ihren Ursprung einer inneren 
Membran entnehmen, und nicht wie bei Penicillium z.B. durch anfangliche 
Knospenbildung und nachherige Abschniirung mittels einer Querwand der - 
ausseren Membran, dass sie aber einzeln entstehen und die nachstfolgende 
Konidie erst nach Abstossung der vorhergehenden erzeugt wird.” 


In den darauffolgenden Jahren wurden wiederholt neue Arten der 
Gattung Cadophora beschrieben, u.a. von NANNFELDT und MELIN (19) 
in einer Arbeit iiber Holzschliff. Daselbst erfolgte auch die Aufstellung 
der Gattung Lecythophora durch NANNFELDT, wo die Konidien an den 
blasig erweiterten Scheiteln der Konidientrager abgeschnurt werden 
sollen. Von vAN BeyMa (2) wurde jedoch festgestellt, dass auch hier die 
Sporenbildung wie bei Cadophora stattfindet. Deshalb wurde die vom 
genannten Autor beschriebene Art. L. lignicola zur Gattung Cadophora 
gebracht unter dem Namen C. Jignicola (Nannfeldt) van Beyma. Co- 
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NANT (7) brachte dann schliesslich im Jahre 1937 samtliche ihm bekannte 
Cadophora-Arten zur Gattung Phialophora und wies auf die Synonymie 
von C. americana Nannfeldt et Melin mit Ph. verrucosa Medlar hin ?). 
Da ihm die oben angefiihrte Bemerkung vAN BEyMa’s iiber C. lignicola 
anscheinend nicht bekannt war, wurde auch diese Art noch nachtraglich 
von GOIDANICH (11) zu Phialophora gebracht. 

Wie wir gesehen haben wird als Merkmal der Gattung Phtalophora 
die Anwesenheit eines ,,Schnabels’” hervorgehoben, d.h. eines Ostiolum, 
aus welchem die gebildeten Konidien eine nach der anderen nach aussen 
treten. Wenn wir jedoch die verschiedenen Arten mikroskopisch be- 
trachten, so fallt uns auf, dass bei einigen Arten diese Schnabel leicht zu 
erkennen sind, bei anderen dagegen nur mit Miihe, wie das z.B. bei der 
oben erwahnten Lecythophora der Fall war. Im allgemeinen kénnen die 
jiingeren Konidientrager nicht von denen bei z.B. Cephalosporium unter- 
schieden werden, erst nach vélliger Reife ist die endogene Bildung der 
Konidien mit Sicherheit zu erkennen. Dies mag wohl auch der Grund 
gewesen sein, weshalb diese Pilze solange unbeachtet geblieben sind. 
Wahrscheinlich sind sie auch 6fters bei anderen Gattungen untergebracht 
worden, so vielleicht Sporotrichum biparasiticum Bubak, dessen Zeich- 
nung auf S. 736 in RABENHORST Abt. IX (1910) eher eine Phialophora 
als ein Sporotrichum darzustellen scheint. 

Indessen ist nicht nur die endogene Bildung der Konidien typisch fiir 
Phialophora, sondern es kommen noch hinzu Zahl und Verzweigung der 
Phialiden, Beschaffenheit des Myzels und das Wachstum auf Agar- 
Nahrbdéden. Was die Zahl der Phialiden anbetrifft, diese ist bei den am 
meisten typischen Arten sehr gross. Sie stehen in grosser Zah] den fertilen 
Hyphen entlang und zwar in allen méglichen Uebergangen von den ein- 
fachen bis zu den verzweigten Tragern, von der einzeln stehenden Phia- 
lide bis zu den dichten Biischeln, oft mehrere an derselben Hyphe iiber- 
einander. Das Mycelium ist in den meisten Fallen von zahlreichen 
Tropfchen erfiillt und neigt oft sehr zur Bildung von Strangen oder auf- 
stehenden Hyphenbindeln. Auf Agar-Nahrbéden entstehen anfangs 
glatte submerse Haute, welche nur allmahlig einen mehr oder weniger 
dichten Flaum erzeugen mit anfangs sparlichen, spater zahlreichen 
Hyphenbiindeln, von welchen die Konidientrager in grosser Zahl allseitig 
abgehen. 


') Da MepLar mitteilt, der engiische Text sei von Prof. THAXTER auf- 
gestellt worden, werden Gattung und Typus von Conant auf Namen THax- 
TER's gestellt, nach unserer Meinung, was dem Typus anbetrifft, zu Unrecht, 
da MEDLAR selbst die Art Ph. verrucosa mit seincm Namen versehen hat. 
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Wie wir schon in einer fritheren Arbeit (5) hervorhoben, lassen sich 
Pilze mit den oben angegebenen Merkmalen nach dem mehr oder weniger 
deutlich hervortretenden Schnabel in eine Reihe anordnen, an deren 
Anfang die Gattung Phialophora und an deren Ende die Gattung Marga- 
rimomyces steht, m.a.W. wenn der Nachweis der endogenen Erzeugung 
der Konidien nicht mehr mit Sicherheit zu erbringen ist, miissen die 
hierhergehorigen Pilze in die Gattung Margarinomyces untergebracht 
werden. Diese von Laxa aufgestellte Gattung weist dieselben Merkmale 
auf wie Phialophora, nur dass die Konidien nicht deutlich nachweisbar 
endogen entstehen. Der Typus /@. Bubaki Laxa wurde von Prof. BuBAK 
in Butter entdeckt. Von van BeyMa (3) wurde die Gattung naher um- 
schrieben und mit lateinischem Text versehen. Aus schweizerischer 
Butter isolierte HOFFMANN drei weitere hierher gehérigen Pilze, die von 
vAN- BeyMa (3) neu beschrieben wurden. Die naheren Beziehungen, 
welche zwischen Phialophora und Margarinomyces bestehen, gehen auch 
aus der Tatsache hervor, dass neuerdings Phtalophora-Arten auch aus 
Butter isoliert werden konnten. 

Aus Obigem geht hervor, dass auf eine Beschreibung samtlicher Phia- 
lophora-Arten eine solche der Margarinomyces-Arten folgen muss, weil 
die Umgrenzung beider Gattungen nicht geniigend scharf gestellt werden 
kann, um hierher gehorige Pilze mit Sicherheit den ihnen gebiihrenden 
Platz zu geben. Dazu kommt noch die bisher 
kaum beachtete Tatsache, dass auch in anderen 
Gattungen Konidientrager vorkommen, die eine 
ahnliche Konidienbildung zeigen. In dieser Be- 
ziehung ist z.B. eine von DopceE (9) verdffent- 
lichte Abhandlung iiber Pleturage anserina von 
Interesse, weil, wie die Abbildung auf S. 289 
zeigt, die Spermogonien mit phialophoraartigen 
Scheiteln versehen sind. Dasselbe ist der Fall 
bei einigen Arten der Gattung Hormodendrum 
(10). Schliesslich wurde von uns die uberraschende 
Tatsache festgestellt, dass Cylindrocarpon radt- 
cicola Wollenweber die Konidien ebenfalls an 
phialophoraartigen Tragern erzeugt (Abb. 1). Bei 
anderen Vertretern dieser Gattung wie C. album, Fig. 1. Cvlindrocarpon 
C. Magnusianum und C., tonkinense konnten wit radicicola. 
die Art der Konidienbildung nicht mit Sicherheit Kenidientrazer. Verer. 
feststellen, von den iibrigen Arten steht die Un- 
tersuchung noch aus. Herr Dr, WOLLENWEBER, den wir hiertiber sein 
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Urteil fragten, hatte die Freundlichkeit uns Folgendes mitzuteilen. In 
seiner Arbeit zusammen mit Dr. APPEL (24) sind in Tafel 2, Fig. 81, 77 
und 97 ahnliche Trager abgebildet. Ueber die Bildung der Konidien 
schreibt WOLLENWEBER dann wortlich im obengenannten Schreiben: 

- Nach dem Abstossen einer Konidie bleibt ein kleiner Membrannapf 
zuriick, der sich schnell wiedcr wélbt, zu einer Kugel anschwillt und dann 
sich streckt. Die so entstehende junge Konidie schliipft also nicht etwa aus 
dem Trager heraus, sondern sie entwickelt sich in einer Ausstiilpung des 
Membranscheitels, gewissermassen wie eine kleine Blase die von einem Zell- 
schlauch gespeist wird. Am Scheitel des Schlauches muss eine Oeffnung sein, 
die den Durchtritt des Zellsaftes-usw. gestattet. Der an manchen Konidien 
basal vorhandene Zapfen diirfte die letzte Verbindung mit dem Zellsaft ver- 
mitteln und an den Scheitelporus anschliessen”’. 


Der Unterschied der Auffassung WOLLENWEBER’s mit der unsrigen 
besteht also Jediglich darin, dass nach WOLLENWEBER die Konidie sich 
im Membrannapf entwickelt, wahrend nach unserer Meinung die Konidie 
innerhalb des Tragers gebildet wird und dann nach aussen in den Mem- 
brannapf (von uns ,,Schiissel’’ genannt) geschoben. Nun verweist aber 
WOLLENWEBER in seinem Schreiben ausserdem noch nach den Figuren 
88a und 89c von Cylindrocarpon mali von derselben Tafel. Hier beob- 
achtet er ,,eine halsartige Einschniirung des inneren Zellschlauches und 
die den Hals nach Abfall der Konidie manschettenartig umgebende 
hyaline Membran’’. Nach unserer Meinung hatten wir hier dieselbe Er- 
scheinung, wie sie manchmal bei Phialophora beobachtet werden kann 
(vergl. Abb. 14), welche die Richtigkeit unserer Auffassung gerade be- 
weisen soll. ; 

Letzten Endes kénnte man die verschiedenen Meinungen iiber die 
Entstehung der Konidien in diesen und ahnlichen Fallen dahin zusam- 
menfassen, dass nach LAGERBERG, LUNDBERG und MELIN die Konidien 
innerhalb der Trager reihenweise entstehen, nach unserer Meinung 
innerhalb der Trager einzeln, jedoch in steter Folge mehrere hinter ein- 
ander und nach WOLLENWEBER auf dieselbe Weise, nur nicht innerhalb 
der Trager sondern am Scheitel desselben in einem Membrannapf. Weitere 
Untersuchungen werden nétig sein um den Tatbestand zu klaren! 


Phialophora alba nov. spec. 


Dieser Pilz wurde von Frl. Dr H. KonineG aus dem Kernholz einer 
Buche unweit Amersfoort (Niederlande) isoliert. Das betreffende _tamm- 
stiick von etwa 15 cm Durchmesser zeigte in einiger Entfernung vom 
Kernzentrum eine unregelmassig verlaufende schwarze Linie, innerhalb 
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deren der Pilz im Holz, teilweise zusammen mit Trichoderma viride 
angetroffen worden war. Ob er imstande ist lebende Buchen anzugreifen 
wurde nicht weiter untersucht. Von den iibrigen Arten dieser Gattung 
unterscheidet er sich durch seine weisse Farbe, sodass er kaum hierher 
gehorig erscheint. Wir haben den Pilz langere Zeit hindurch auf ver- 
schiedenen Nahrbéden geziichtet um feststellen zu kénnen, ob er viel- 
leicht eine zweite Konidienform oder cine héhere Fruchtform zu ent- 
wickeln fahig sei. Dieses ist uns jedoch nicht gelungen, 

Die Hyphen treten vorzugsweise zu Biindeln zusammen. Im Innern 
enthalten sie zahlreiche kleine 
Trépfchen, dagegen sind Quer- 
wande schwer aufzufinden. Meist 
sind die Hyphen, welche eine 
Breite von2—3 «« besitzen, hyalin, 
nur altere weisen eine leicht- 
braune Farbe auf. Im allgemei- 
nen geht der Pilz nur schwer 
zur Bildung von Konidien iiber. 
Auf kohlehydrathaltigen Nahr- 
béden wird meist nur steriles 
Myzel erzeugt, besser gedeiht. er 
schon auf Bierwiirze-Agar oder 
Kirsch-Agar. Die sich hier bilden- 
den Hyphenbiindel enthalten Fig. 2. Phialophora alba nov. spec. 
nach etwa 14 Tagen zahlreiche a. Konidientrager. Vergr. 750 x. 
Konidientrager. Ebensoentstehen Baer CR a Sande 
auf sterilisierten Lupinenstengeln zahlreiche Konidientrager, doch wachst 
er hier nur langsam an. Die Konidientrager kénnen sowohl einzeln 
wie penicilliumartig verzweigt an den fertilen Hyphen vorkommen. In 
den meisten Fallen wird anfanglich eine submerse Haut gebildet, erst © 
nach und nach wachsen Hyphenbiindel von der Oberflache empor, an 
denen dann nach einiger Zeit die Konidientrager erscheinen. Durch 
éfteres Ueberimpfen wird die Konidienbildung angeregt, sodass auch 
die submersen Haute fruktifizieren. In besonders iippigen Kulturen 
ballen die Konidien sich dann zu kleinen Képfchen zusammen. 

Die Beschreibung des Pilzes lautet folgendermassen: 


Lateinische Beschreibung: 


Mycelium lanosum vel funiculosum, album, Conidiophoris lagoeniformi- 
bus, plerumque solis, (1C—15) x (46) p, saepe intus parvis guttulis. Coni- 
diis numcrosis, hyalinis, rotundis vel subglobosus, (8—4) » 2,7 p. 
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Konidientrager breit flaschenférmig, 10—15 w lang und 4—6 yp breit, oft 
mit Oeltropfchen im Innern, einzeln oder in kleinen Gruppen, penicili- 
liumartig verzweigt, beisammen. 

Konidien zahlreich, hvalin, kugelig bis subglobos, (83—4) x 2,7 u. 
Mittel aus 20 Sporen 3,3 x 2,7 u. 

Reinkulturen. 

Auf Bierwiirze-Agar in einer Petrischale nach 14 Tagen: 
Kolonie 54 cm im Durchmesser, aus einer submersen Haut bestehend, 
worauf ein weisses, lockeres, wollig-filziges Luftmyzel wachst, welches 
noch keine Konidientrager aufweist. Schwacher Geruch. Unterseite 
etwas gelblich. 

Auf Rohrchen nach 14 Tagen: 

Auf Kirsch- oder Bierwiirze-Agar eine grauweisse, filzige 
Decke mit zahlreichen Konidientragern, welche grosse Massen von 
Konidien erzeugen. 

Auf Kartoffel- und Haferflocken-Agar nur eine farb- 
lose, submerse Haut ohne Konidien. 

Auf Kartoffelstick gekréseartige, hautige Bildungen, flaumig 
durch kurze allseitig abstehende Hyphen ohne Konidienbildung. 


Phialophora atra van Beyma [1942 (6)| 


Fir die Beschreibung siehe: F. H. VAN BEYMA THOE K1NGMA, Antonie 
van Leeuwenhoek 8, 113—114, 1942. 


Phialophora aurantiaca van Beyma [1940 (5) | 
Margarinomyces Hoffmannit van Beyma [1939 (3)} 


Fiir die Beschreibung siehe: F. H. VAN BEYMA THOE K1NGMA, Antonie 
van Leeuwenhoek 6, 277—279, 1939/1940. 


Mit diesem Pilze ist identisch, wie sich herausgestellt hat, Margarino- 
myces Hoffmannii van Beyma. Die Konidientrager sind klein und der 
Schnabel tritt nur in verhaltnissmassig wenigen Fallen deutlich hervor, 
scheint aber meist zu fehlen. Man kénnte den Pilz daher ebensogut bei 
Margarinomyces unterbringen wie bei Phialophora, er stellt einen rich- 
tigen Grenzfall dar. Unter diesen Umstanden haben wir es am richtigsten 
gefunden, denselben ebenfalls bei Margarinomyces zu behandeln und 
daselbst auf die Synonymie hinzuweisen. 


Phialophora brunnescens (Davidson) Conant {1937 (7) | 
Cadophora brunnescens Davidson [1935 (8)] 


Vom Autor isoliert aus Kiefernholz in Caryville (Florida). Nach 
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Davipson wachst der Pilz 5} mm in 5 Tagen. Die Grésse der Konidien 
betragt nach unseren Messungen (2,7—3,3) x (2,3—2,7) LL. 

In einem Schreiben vom 30 August 1939 erwahnt Davipson die Még- 
lichkeit einer Synonymie von Phialophora brunnescens mit Phialophora 
Richardsiae. Die Vergleichung der betreffenden Kulturen ergab, dass 
das in der Tat der Fall ist. Wir haben somit obengenannten Pilz als 
Synonym zu Phialophora Richardsiae gestellt. 


Phialophora cinerescens (Wollenweber) van Beyma [1939 (4) | 
Verticillium cinerescens Wollenweber [1930 (25)] 


Die Beschreibung des Pilzes lautet: 

Konidtentrager mehr oder weniger flaschenférmig, 10—20 yu Jang und 
2—2,7 uw breit, in dichten Bischeln beisammen, oft mehrere Biischel 
an derselben Hyphe opponiert oder wirtelig stehend, sodass eine 
gewisse Aehnlichkeit mit Ver- 
ticillium resultiert. 

Konidien massenhaft, leicht ge- 
farbt, langlich eiférmig bis ellip- 
soidisch, an den Enden abgerun- 
det, mit 2 Oeltrépfchen, (4,7— 
5,3) < (1,7—2,3) w. Mittel aus 
20 Sporen 4,8 x 2,3 UL. 


Reinkulturen. 

Auf Bierwiitrze-Agar in 
einer Petrischale nach 16 Tagen: 

; : a7 CS 
Kolonie 4 cm, wollig, hellgrau, o« Q a ees © 
am Rande mit radiar ausstrah- all Qv e S200s WX 
lenden, dem Agar anliegenden 
Hyphen. HeeinGenucht Untgreaite a. Rosetten von Konidientrager. Vergr. 245 x. 
dunkelgrau mit kleinen radidren 6. Konidientrager. Vergr. 750 x. 

c. Konidien. Vergr. 750 X. 
Falten. 

Desgl. nach 30 Tagen: Schale zum Teil bewachsen mit wolligen, grau- 
grunen Kolonien mit gelblichen Stellen und Randern, etwa 353 D — 
341 — 203 B. Rand stark ausgebuchtet mit kurzen, schwarzen, verastel- 
ten Auslaufern, von woraus die fertilen Faden sich auf eigentiimliche 
Weise facherartig ausbreiten. Die in kleinen Képfchen zusammen- 
ballenden Konidien bilden hier feine Zonen. Im Zentrum aufstehende, 
grauweisse Hyphenbiindel, 2—3 mm hoch. Kein Geruch. Unterseite im 
Zentrum 173, sonst 172—167, unter den facherartigen Ausbreitungen 


schwatrz. 


Fig. 3. Phialophova cinerescens. 
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Phialophora cyclaminis van Beyma (1942 (6)] 


Fiir die Beschreibung siehe: F. H. vaN BEyMA THOE KiNGMA, Antonie 
van Leeuwenhoek 8, 115—116, 1942. 


Phialophora fastigiata (Lagerberg et Melin) Conant [1937 (7)| 
Cadophora fastigiata Lagerberg et Melin [1928 (14)] 


Der Pilz wurde von den Autoren aus Holzschliff in Schweden isoliert. 
MELIN und NANNFELDT fanden denselben ausserdem wiederholt im 
, Wasser und in der Luft. Vom C.B.S. 
wurde ein Stamm aus Dahliawurzeln 
isoliert. Ausserdem wurde der Pilz, der 
allgemein vorzukommen scheint, mehr- 
mals. auf Pflanzenresten in der Erde 
aufgefunden. 

Die Konidientrager kommen sowohl 
einzeln wie in Biischeln vor. Sie be- 
sitzen einen deutlichen Schnabel. Da die 

ODS 9995 20000 _ Konidienziemlich gross sind, ist bei die- 

Sole = S002 sem Pilze die endogene Sporenbildung 

cap Pierce Om leicht zu erkennen. Konidien hyalin, ohne 

Fig. 4. Phialophora fastigiaia. oder mit undeutlichen Oseltrépfchen, 

a. Konidientriger Veret:,750 X81 (4°3--5,3) X (2,3—2,7) a. Mitteliamenen 
Sporen 4,8 x 2,6 u. 


Reinkulturen. 

Auf Bierwirze-Agar in einer Petrischale nach 10 Tagen: 
Kolonie 2} cm, im Zentrum mit einige mm hohen grauen oder schwarzen 
Hyphenbindeln, welche grauweisse Myzelbiischel tragen. Um das Zen- 
trum herum ist die Decke flacher, mehr krauswollig, grau. Rand faserig. 
Farbloser Saum 2mm. Unterseite schwarz mit gelblichem Saume. 

Desgl. nach 15 Tagen: Kolonie 44 cm, flach krauswollig durch zahl- 
reiche verfilzte Hyphenbiindel, grau. Schwacher Geruch. Farbloser 
Saum 14—2 mm. Unterseite violett-schwarz. 

Desgl. nach 30 Tagen: Schale ganz bewachsen mit einer grauen, 
wolligen Decke, welche eine lederartige, schwarze Haut zum Teil ver- 
deckt. Nach dem Rande hin schwarze, radiar ausstrahlende Hyphen- 
strange. Schwacher Geruch. Unterseite schwarz. 

Auf Réhrchen nach 10 Tagen: 

Auf Kirsch-Agar eine schwarzgraue, wollige Decke, bestehend 
aus vielen Hyphenbiindeln. Riickseite fast schwarz. 
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Auf Moéhre: nur oben gréssere Kolonie, bestehend aus einer grauen 
Haut mit langen, grauen bis schwarzen Hyphenbiindeln. Nach unten 
wird die Haut glatt und feucht, farblos. 

Auf Kartoffelstiick: einseitig bewachsen mit einer filzigen 
Decke, grauweiss. Das Stiick ungefarbt. 

Auf Kartoffel-Agar: eine flache, grauschwarze Haut, im 
Zentrum mit sparlichem, schwarzlichem, wolligem Myzel. Riickseite 
braunschwarz. 


Phialophora heteroderae (Jaczewski) van Beyma 
Cadophora heteroderae (Jaczewski) van Beyma [1937 (2)] 


Fir die Beschreibung siehe: F. H. VAN BEYMA THOE KINGMA, Cen- 
tralbl. f. Bakt. II, 96, 427—430, 1937. 


Phialophora Lagerbergii (Melin et Nannfeldt) Conant [1937 (7)]| 
Cadophora Lagerbergit Melin et Nannfeldt [1934 (19)] 


Von den Autoren isoliert von Holzschliff in Schweden. Von WOoLLEN- 
WEBER erhielt das C.B.S. einen Stamm von der menschlichen Haut 
isoliert. Die Autoren heben hervor, dass bei dieser Art durch die ganz 
geringe Grésse der Konidientrager die endogene Bildung der Sporen 
schwierig festzustellen sei. In der Tat tritt der ,schnabel”’ hier nicht 
sonderlich hervor. Die langlichen Konidientrager sitzen in dichten 
Biischeln an den Enden der fertilen Faden, 
Die Konidien des Originalstammes sind 
stabchenfoérmig, oft gebogen, hyalin; nach 
unseren Messungen (4,7—5,7) x (1—1,3) u 
gross, also langer als von den Autoren 
angegeben. Mittel aus 20 Sporen 4,6 x 
te. 


Reinkulturen. 

Auf BierwiirzeAgar in einer 
Petrischale nach 14 Tagen: Kolonie 3 cm, 
filzig-wollig durch wirre, krause Hyphen- 
biindel, welche am Rande das Bestreben 
haben, nach links herum gedreht zu Fig. 5. Phialophora Lagerbergu. 
wachsen, dabei dem Agar flach anliegend > Pe tk od en x 
und farblos. Im Zentrum dagegen grau- 
schwarz und schwarzgrau. Unterseite schwarz. 


62 F. H. van Beyma thoe Kingma, 


Desgl. nach 20 Tagen: Kolonie 4 cm, wollig, mit einem Netzwerk von 
krausen Hyphenbiindeln, grauschwarz. Unterseite schwarz. 

Desgl. nach 30 Tagen: Schale ganz bewachsen mit einer schwarzen, 
etwas schillernden Decke mit mehreren radidren Falten. Im Zentrum 
ist die Farbe blassrétlich und hier iiberwachsen von einem sparlichen, 
weissen Flaum aus verfilzten Hyphenbiindeln. Um das Zentrum herum 
etwas rotorange, sonst schwarz. 


Phialophora lignicola (Nannfeldt) Goidanich (11) 
Cadophoca lignicola (Nannfeldt) van Beyma (2) 
Lecythophora lignicola Nannfeldt [1934 (19)]} 


Dieser Pilz wurde in Schweden von NANNFELDT aus Holzscniiff 
isoliert. Typisch fiir die Art sind die blasenférmigen Erweiterungen an 
den Enden der fertilen Hyphen, welche NANNFELDT zur Aufstellung 
einer neuen Gattung, Lecythophora, vetanlassten. 

Nachdem der Autor dem C.B.S. eine Abimpfung seines Pilzes uber- 
lassen hatte, wurde von VAN BeyMa festgestellt, dass die Konidien- 
bildung zwar von diesen blasenférmigen Erweiterungen ausgeht, dass 
jedoch an denselben ein kurzer Hals entsteht, woraus die Konidien 
endogen nach Cadophora-Art zum Vorschein kommen. Demnach wurde 
der Pilz zur Gattung Cadophora gebracht 
unter dem Namen C. /egnicola (Nannfeldt) 
van Beyma. Nachdem dann schliesslich 
ConanT den Namen Cadophora durch 
Phialophora ersetzte, wurde der Pilz von 
GorpANnIcH PA. lignicola (Nannfeldt) 
Goidanich genannt. Dieser Pilz wachst 
pao wielaten schnell und bildet eine faltige, schwarze, 
es ¥ Oo 280 2809,09 00049) lederartige Haut. Die Konidien sind el- 

lipsoidisch, manchmal mit einem Oecel- 
a tropfen versehen und (3—4) x (1,7—2) u 
b Rontlien Worse. antic ne tae gross. Mittel aus 20 Sporen 3,8 x 2 yu. 


Fig. 6. Phialophora lignicola. 


Reinkulturen. 

Auf Bierwirze-Agar in einer Petrischale nach 15 Tagen: 
Kolonie 3} x 3cm, im Zentrum schwarz mit 1—2 mm langen, grau- 
weissen Hyphenbiindeln. Rand flach, hautig, 5 mm breit, intensiv 
gelborange gefarbt, 166—171. Schwacher Geruch. Unterseite im Zentrum 
schwarz. Rand orange, 161. 

Desgl. nach 20 Tagen: Kolonie 5 x 44 cm, schwarz, im Zentrnm mit 
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_langen, wirren, schwarzgrauen Hyphenbiindeln, sonst flachfilzig bis 
hautig. Rand 5 mm, flach, submers, farblos. Schwacher Geruch. Unter- 
seite schwarz. 

Desgl. nach 30 Tagen: Kolonie 7 cm, filzig, hautig, schwarzgrau mit 
6 tiefen, radiaren Falten, im Zentrum mit. einem wolligen, schwarzen 
Myzelbiischel. Rand flachfilzig, etwas braunlich. Farbloser Saum 4 mm. 
Schwacher Geruch. Unterseite mit radidren Falten, schwarzlich bis 
griingelblich. 


Phialophora lutea-olivacea van Beyma [1940 (5)] 


Fiir die Beschreibung siehe: F. H. vAN BEYMA THOE KINGMA, Antonie 
van Leeuwenhoek 6, 280—281, 1939/1940. 


Phialophora macrospore Moore et Almeida (18) 
Phialophora verrucosa Pedroso et Gomes 1920 (22) 


Dieser Pilz, der von PEDRoso und_GomeEs Phialophora verrucosa 
genannt wurde, spater von anderen siid-amerikanischen Forschern 
Acrotheca Pedrosot, wurde von Moore und ALMEIDA als neue Art er- 
kannt. Er ist pathogen und verursacht, ebenso wie Ph. verrucosa, in Siid- 
Amerika beim Menschen eine Chromomycose genannte Hautkrankheit. 

Das C.B.S. erhielt einen Stamm dieses Pilzes von Moore im Jahre 
1937. Auf den verschiedenen Nahr- 
béden wachst der Pilz genau wie 
Ph. verrucosa (s.d.). Auch die Farbe 
des Myceliums ist dieselbe. Der ein- 
zige Unterschied zwischen beiden 
Pilzen besteht in den Konidien. 
Diese sind bei Ph. macrospora ellip- 
soidisch bis subglobos; sie sind hyalin 
bis leicht gefarbt und enthalten zwei 
deutlich sichtbare Oeltrépfchen. Die 
Grosse betragt (4,3—5,3) x (2,3— 
3,3) u. Mittel aus 20 Sporen 4,6 x 
2,7 u. Dagegen ist das Mittel aus Fig. 7. PAtalophora macrospora. 
20 Sporen bei Ph. verrucosa (Stamm — f: fonidientrsger. Verge ee 
MonTEMARTINI) 4,1 X 2,2 mw; die 
Konidien von Ph. macrospora sind also etwas schmaler. Ausserdem 
fehlen die Oeltrépfchen, wenigstens treten sie meist wenig hervor. 


a) 00908 2 go% 
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Phialophora Melinii (Nannfeldt) Conant [1937 (7)] 
Cadophora Melinii Nannfeldt [1934 (19)] 


Isoliert vom Autor aus Holzschliff in Schweden. Von Prof. DE BLIECK 
in Utrecht wurde der Pilz aus Butter isoliert. Die Konidien sind ellip- 
soidisch, enthalten zwei Oeltrépfchen und sind (3,3—4) x (2,3—2,7) u 
gross. Mittel aus 20 Sporen 3,7 x 2,5 uw. 


Reinkulturen. 

Auf Bierwiirze-Agar in einer Petrischale nach 10 Tagen: 
Langsam wachsend, Kolonie 2 cm, im Zentrum etwas erhaben, kraus- 
wollig durch aufstehende Hyphenbindel, 
welche schwarz sind aber graue Myzel- 
biischel tragen. Farbe -der Kolonie grau, 
im Alter schwarzgrau. Unterseite schwarz 
(Stamm MELIy). 

Desgl. nach 30 Tagen: Kolonie 6 cm im 
Durchmesser, bestehend aus einer schwar- 
zen Decke, welche in der zentralen Partie 
zahlreiche weisse, stark verfilzte, bis 1 mm 
hohe Hyphenbiindel aufweist. Nach dem 
Rande hin wird dieser Filz flacher und 
dichter, und hebt sich kaum noch von der 
Fig. 8. Phialophora Melinii. Decke ab. Um die Kolonie herum ein fla- 
a. Konidientraéger.Vergr. 750. cher, farbloser Saum von 1 cm Breite. Kein 
6. Konidien. Vergr. 750. x. : 

zi Geruch. Unterseite schwarz. 


Phialophora mustea Neergaard [1942 (21)] 


NEERGAARD erhielt den von Apfelmost isolierten Pilz von ALBERT 
HANSEN aus dem JORGENSEN-Laboratorium in Kopenhagen. Er bildete 
dort im Most weissliche, schwebende Schimmelflocken am Boden der 
Flaschen und einen Belag auf der Innenseite der Crown-Korken. Da er 
den Most dunkel farben kann, muss er als schadlich betrachtet werden. 

NEERGAARD gibt folgende Beschreibung: 


, Hyphen hyalin bis braunlich, 2—4 » breit, septiert, zuweilen mit vielen 
Oeltrépfchen. Phialiden flaschenférmig, vereinzelt oder gruppenweise, ent- 
weder direkt auf den Hyphen, auf kurzen Seitenasten oder endstandig, 
5—10 » lang, 2—8y breit. Konidien (Phialosporen) massenhaft, hyalin, 
zylindrisch bis ellipsoidisch bis eiférmig, cinzellig, ohne oder mit 1, 2 oder 
3 Oeltrépfchen, (2—12) x (1—3)m, (Durchschnitt von 25 Messungen 
5,9 x 1,6). Endstandige Konidien, die vielleicht als Aleurisporen aufgefasst 
werden miissen, sind zahlreich, breit birnférmig (das spitzere Ende ist das 
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proximale), glatt, braunlich, (4,5 — 7,5) x (3,0 — 6,0 #) (Durchschnitt von 
25 Messungen 6,3 x 4,9 y). 

Reinkulturen, (10 Tage alte Kulturen in Petrischalen). 

Malzextrakt-Agar:; Durchmesser ca 25 mm, Luftmyzel 2 bis 3mm 
hoch, zottig, watteartig, weiss, in der Mitte , slate-olive” (Farbenbezeichnung 
nach Ripeway, Washington, 1912). Substratmyzel sparlich, farbenlos, radiar 
ausstrahlend mit Neigung zur Linksdrehung. 

Synthetischer Nahragar: Durchmesser ca 10 mm. Luftmyzel 
2—3 mm hoch, “‘light mineral gray” bis ‘‘hathi gray”. Substratmyzel far- 
benlos, sparlich, mit blossem Auge nicht sichtbar.”’ 


Reinkulturen. 

Auf Bierwiirze-Agar in einer Petrischale nach 25 Tagen: 
Kolonie 6 cm, im Zentrum mit 5—6 mm 
hohen, schwarzen MHyphenbiindeln, 
welche an der Spitze weisse Myzel- 
biischel tragen. Um das Zentrum 
herum eine 1—2 cm breite Zone von 
niedrigeren Hyphenbiindeln und My- 
zelbiischeln, von dunkelgrauer Farbe. 
Die 2 cm breite Randzone besteht aus 
dem Agar flach anliegenden, schwar- 
zen, radiar verlaufenden Hyphen. Ein 
farbloser Saum von 3—4 mm um- 
schliesst die ganze Kolonie. Kein 
Geruch. Unterseite schwarz. Nach “ dae 
unseren Messungen sind die Konidien Nit 2 oe ayy! 
(5,3—6,7) x (1,3—1,7) w gross. Mittel c 
aus 20 Sporen 5,1 x 2,5p, die end- Fig. 9. Phialophcra mustea. 
standigen Konidien (7,3—8,3) x (5,7— a. Konidientrager. Vergr. 750 x. 


6. Endstandige Konidien. Vergr. 750. 
6,7) L.- c. Konidien. Vergr. 750 x. 


Phialophora obscura (Nannfeldt) Conant [1937 (7) | 
Cadophora obscura Nannfeldt {1934 (19)] 


Isoliert vom Autor aus Holzschliff in Schweden. Dem C.B.S. wurde 
ein Stamm aus Tetschen zugeschickt, von Butter isoliert. 

Die Konidien sind stabchenartig mit zwei Oeltrépfchen, gerade oder 
etwas gebogen, (3—5) x (1,3—2) w. Mittel aus 20 Sporen 3,9 x 1,4 
Die Konidientrager sind langlich, klein und schmal. 


Reinkulturen. 
Auf Bierwiirze-Agar in einer Petrischale nach 15 Tagen: 
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Langsam wachsend, Kolonie 3 cm, flach filzig mit kurzen Hyphen- 
biindeln und untiefen radidren Falten. Rand ziemlich scharf. Farbloser 


Phialophora obscura. 


a. Konidientrager. Vergr. 750 x. 
b. Konidien. Vergr. 750. 


Saum 4 mm. Unterseite fast ganz schwarz. 
Desgl. nach 30 Tagen: Schale fast ganz 
bewachsen mit einer flachen, filzig-wolligen, 
grauen Myzeldecke, welche am Rande in 
eine schwarze Haut mit kurzen Auslaufern 
iibergeht. Um das Impfstiick herum auf- 
stehende graue und schwarze Hyphenbiin- 
del, 1—2 mm hoch mit zahlreichen, im 
Myzel eingebetteten, farblosen Wassertrop- 
fen. Farbloser Saum 3—4 mm. Schwacher 
Geruch. Unterseite schwarz. Die Kultur 
zeigt typisch eine graue filzig-wollige Decke, 
von einem 3 mm breiten, schwarzen Rande 
umrahmt und ein schwarzes Zentrum mit 
Hyphenbiindeln und Wassertropfen. 


Phialophora repens (Davidson) Conant [1937 (7)] 
Cadophora repens Davidson [1935 (8)] 


Isoliert vom Autor aus Kiefernholz in Caryville (Florida). Nach 
Davipson wachst der Pilz 22 mm in 5 Tagen. Auf Agar-Nahrbéden 
breitet er sich schnell aus und bildet eine graue bis schwarze Decke. 


Die Konidien werden in solchen Massen 
erzeugt, dass sie eintn schleimigen 
Belag bilden, der die Pilzhaut wber- 
zieht. Die Konidien sind stabchen- 
formig, oft etwas gekriimmt, (3,3— 
4,7) x (100—1,3) uw. Mittel aus 20 
Sporen 3,7 X 1,3. Die Pilzdecke auf 
Bierwiirze-Agar ist sehr gleichmassig 
und zeigt weder Hyphenbiindel noch 
radidre Falten. 


Reinkulturen. 

Kultur auf Bierwitrze-Agar 
in einer Petrischale nach 14 Tagen: 
Schale ganz bewachsen mit flachanlie- 
gendem Myzel, welches mit grauem 


Puder tiberdeckt erscheint. Schwacher, 


blauschwarz. 


SS TIE 
JIS Iw” AX 


Pigye ri: abies repens. 


Konidientrager. Vergr. 750 ». 
b. Konidien. Vergr. 750 x 


sauerlicher Geruch: Unterseite 
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Phialophora Richardsiae (Nannfeldt) Conant 
Cadophora Richardsiae Nannfeldt [1934 (19)] 
Cadophora brunnescens Davidson [1935 (8)] 
Phialophora brunnescens (Davidson) Conant [1937 (7)] 


Isoliert vom Autor aus Holzschliff in Schweden. Das C.B.S. erhielt 
einen Stamm aus Rotterdam, isoliert von Butter (Unilever). Nach 
unseren Messungen sind die Konidien kugelig bis subglobos, 2,7—3,3 yu 
gross, mit dicker Wand, welche 
eine braune Farbung Zeigt. Mittel 
aus 20 Sporen 2,8 uw. 


Reinkulturen. 

Auf BierwitrzeAgar in 
einer Petrischale nach 14 Tagen: 
Langsam wachsend; Kolonie 28 x 
20 mm, schwarz, tberwachsen 
von grauen, krauswolligen Hy- 
phenbiindeln, welche zahlreiche 


ete ee em O° 025 Boro oY) 0 S000 
oft in  verschleimten braunen 
°c 00 y Oo a o) oP 


K6pfchen. Farbloser Saum 1 mm. 
Schwacher Geruch. Unterseite Fig. 12. Phialophora Richardsiae. 


Konidientrager. Vergr. a x. 
grauschwarz. baonidien: Vergr. 750 x 


Es hat sich herausgestellt, dass 
der von Davipson beschriebene Pilz Cadophora brunnescens mit Ph. 
Richardsiae identisch ist. 


Phialophora verrucosa Medlar [1915 (17, 2, 20)] 
Phialophora verrucosa Thaxter (1915) 
Cadophora americana’ Nannfeldt [1937 (19)] 


Dieser Pilz wurde von MEDLAR von der menschlichen Haut isoliert. 
(Siehe Fussnote S. 54). Er gehért zu den Erregern von Hautkrankheiten, 
welche unter dem Namen Chromoblastomycose, Chromomycose oder 
Dermatitis verrucosa zusammengefasst werden. Ueber den Pilz und die 
von ihm verursachten Hautausschlagen ist ein ausfithrliches Schrifttum 
erschienen, das hier zu besprechen zu weit fiihren wiirde. Es sei nur 
-hervorgehoben, dass MEDLAR und THAXTER diesen Organismus nur 
zweimal in den Vereinigten Staaten isolierten. PEDRoso fand 1920 in 
Brasilien einen ahnlichen Organismus als Ursache von Hautkrankheiten. 
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Er bestimmte den Pilz als Phialophora verrucosa Medlar. Andere Forscher 
waren jedoch der Meinung, dass der amerikanische Pilz verschieden sei 
von dem brasilianischen, der von BRumMpPT Trichosporium (Hormoden- 
drum) Pedrosoi genannt wurde (1927) (20). Moore und ALMEIDA (18) 
machten vergleichende Studien tiber eine Anzahl aus Siid- und Nord- 
Amerika stammenden Pilze, isoliert aus Fallen von Chromomycose und 
glaubten dieselben in einige, zum Teil neue Gattungen und Arten unter- 
bringen zu miissen. Emmons und CARRION hoben hervor (10), dass bei 
mehreren Hormodendrum-Arten, u.a. H. Pedrosoi Brumpt, neben hor- 
modendrumartiger Konidienbildung in Ketten, an demselben Faden auch 
phialophoraartige Sporenbildung méglich ist. Sie weisen die auf diesen 
Merkmalen gegriindeten neuen Gattungen und Arten von Moore und 
ALMEIDA denn auch ab. Nach denselben Autoren ist eine Verwandt- 
schaft zwischen Phialophora und Hormodendrum als sicher an zu nehmen. 
Phialophora verrucosa jedoch besitzt keine Hormodendrum Form. 

NANNFELDT beschrieb eine Cadophora, welche MELIN in den Ver- 
einigten Staaten erhalten hatte und welche von den schwedischen Arten 
verschieden war, als Cadophora americana Nannfeldt. Von CONANT 
wurde dieser Pilz als identisch mit Phialophora verrucosa betrachtet. 
Im C.B.S. wurden beide Stamme untersucht und mit einander verglichen 
dabei wurde die Ansicht CONANT’s be- 
statigt. 

Auf Bie rwirze-Agar bei Zim- 
mertemperatur (etwa 18—20°C.) ent- 
wickelt Phialophora verrucosa sich nur 
ganz langsam, besser -im Thermostat 
bei 25—30° C. Hier entsteht nach 1 Mo- 
nat eine higelige, sammetartige Kolonie 

34 cm im Durehmoesser, von grau- 
PmaQ,, schwarzer bis braunschwarzer Farbe, 
% mit schmalem, submersem Rande. Es 
werden nur verhaltnissmassig wenig Ko- 

029 O70 DS BOLLS nidien gebildet. Diese sind ellipsoidisch, 
Fig. 13 A PMO oft einerseits etwas zugespitzt und 

ae * (44,7) x (2—2,7) uw gross. Mittel aus. 

a. Konidientrager. Vergr. 750 x. 
b. chins ebeharen Vergr. 750 x. 20 Sporen 4,1 X2,2 4. Oeltrépfchen fehlen 
meist, oder treten wenig hervor. Nach 
MEDLAR ist die Konidiengrésse (4—5) x (2—3) w. In alteren Kulturen 
kénnen dunkelgefarbte, dickwandige Zellen entstehen, etwa 4 x 3 
gross in unseren Kulturen, welche von NANNIZZI Chlamydosporen 


& 
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genannt werden. Aus diesen Zellen kénnen unmittelbar konidien- 
erzeugende Trager wachsen. Nach NANNizzI produziert der Pilz einen 
Farbstoff, der in den Nahrboden hinein diffundieren soll. In unseren 
Kulturen haben wir einen solchen Farbstoff jedoch nicht beobachten 
k6énnen. 


Reinkulturen. 

Auf Bierwirze-Agar in einer Petrischale nach 18 Tagen bei 
22°C. (Stamm MOoNTEMARTINI, ,original strain’): Kolonie 2 cm im 
Durchmesser, erhaben, etwa 3 mm hoch, sammetartig, schwarzgrau. 
Um die Kolonie herum ein ganz schmaler, schwarzer Rand. Die Kolonien 
breiten sich nur langsam aus, der Rand ist scharf. Kein Geruch. Unter- 
seite schwarz. 

Desgl. nach 30 Tagen: Kolonie 2 x 14cm, erhaben, schwarzgrau bis 
braunschwarz, etwa 3 mm hoch, aus rundlichen Teilen zusammengesetzt. 
Rand schmal, 1/3 mm, schwarz, scharf, etwas in den Agar hinein ge- 
wachsen. Schwacher Geruch, etwas sduerlich wie Schwarzbrot. Unter- 
seite schwarz. 

Auf Rohrchen nach 14 Tagen: 

Auf Bierwiirze-Agar: Kolonie etwa 2 cm gross, sammetartig 
wollig, schwarzgrau (Stamm MELIN) oder scitwarz mit zahlreichen auf- 
stehenden Hyphenbiindeln (Stamm MOonTEmaRTINI). Der Stamm 
MONTEMARTINI unterscheidet sich vom Stamme MELIn’s durch einen 
seideartigen Glanz der wolligen Myzeldecke <uf Bierwiirze-Agar. 

Auf Haferflocken-Agar: ein flache, glatte, tiefschwarze Haut 
ohne Luftmyzel. 

Auf Kartoffelstiick: Das Stiick zum Teil ttberwachsen von 
einer glatten, feuchten, schwarzen Haut. Kein Luftmyzel. 


Bestimmungstabelle der Phialophora-Arten 


Gattungsmerkmale: In Reinkulturen hautig, sammetartig oder. wollig 
wachsende Pilze mit olivgelben bis braunen, griinschwarzen oder schwar- 
zen, in Ausnahmefallen helleren Decken. Hyphen mehr oder weniger 
braun mit zahlreichen Trépfchen. Konidientrager mehr oder weniger 
flaschenformig, oben mit Schnabel, einzeln an den Hyphen entlang oder 
in Biischeln beisammen stehend. Konidien hyalin bis leicht gefarbt, 
massenhaft, langlich rund, gerade oder etwas gekriimmt, meist zwei 
Oeltrépfchen enthaltend, seltener kugelig bis subglobos. 

1) Konidientrager mit mehr oder weniger deutlich 
sichtbarem Schnabel, oft nur in alteren Kulturen 
AVMIWEIS DATE, hi nienciecdicn~. shan Ab Soi Mee hyve BEM 2 Phialophora 
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— Konidientrager ohne Schnabel, auch in alteren Kul- 


Curens: 322; PeSee aes poise Ae. ROSE eee Margarinomyces 


2) Sammetartige Kolonien, welche ausserst langsam 

bei Zimmertemperatur, besser im Thermostat bei 

25—30° C. zu’ wachsen vermégen.........:.. 3 

— Schnelleres Wachstum, auch bei Zimmertempe- 

TatUry. Gt. Nude abndlsteetare seeaeiee ae = aoe eee ee “ 

3) a) Kolonien mit beschranktem Wachstum. Koni- 
dien-im {Mittel All 32.2 uo sene (6 Sanat alt Ph. 

b) Kolonien mit beschranktem Wachstum. Koni- 
dien imp Mittel 4,67 2,7 008 oak. pee eee Ph. 

) Endstandige Konidien in den Kulturen in grosser 


r= 


Zahl-anweséndica. dg. Sin 29-6 eee eee Ph. 


-— Endstandige Konidien fehlend.....: CHE oe 5 
5) Konidien stabchenférmig, gerade oder etwas ge- 

bowen Ax bec cvs OY aie Peeniciee Gane ee eee 6 
— Konidien ellipsoidisch, ciformig oder kugelig.. 7 


6) a) Konidien stabchenférmig, (4,7—5,7) x (1—1,3)u PA. 
b) Konidien stabchenférmig, (3,7—4,7) x (0,7—1)u Ph. 
c) Konidien stabchenférmig, (4,3—5) x (1,3—2)u Ph. 


7) Konidien kugelig bis subglobos. Be ee grau- 


Wels: 4). Biss vakdh ealtee ee colt. ie teeee Ph. 
— Konidien kugelig bis subglobos. Myzeldecke dun- 
kler gelAtht is utiebs «ada ies oe oe 8 
— Konidien nicht kugelig oder subglobos....... 9 
8) a) Konidien kugelig bis subglobos, 1,7—2,3 yu)" ~ 
Meist 2 Minsiied.oeesk ius th eae ees eee Ph. 
6) Konidien kugelig bis SR te: 2,7—3,3 w.... Ph. 
c) Synonyorimted) te. cs Posse ee eee eee Ph. 
9) Konidien nicht kugelig” oder subglobos, im Mittel 
3—4 uw lahg......... Ti. es cee 10 
— Konidien nicht kugelig oder subglobos, im Mittel 
Dp lang S. SA Rea eee eae, weet eee Fans 
10) Fertile Hyphen an den Enden blasig erweitert. 
Konidien: im: Mittel8,8 x82 ues , ayaa o. Peees Ph. 
—ENICht/S0:. 7 Gye een. CED, Say, oe ERE alee 11 
11) Kultur auf Bierwiirze-Agar hautig, orangefarben. 
Konidien im MittelbiS 4:x¢ 2a Wn ties een Ph. 
— Kultur auf Bierwiirze-Agar nicht hautig .... 12 


12) a) Konidien im Mittel 3,7 x 2,5 ...........-. Ph. 


verrucosa 
macrospora 


mustea 


Lagerbergit 
repens 
obscura 


alba 


cyclaminis 
Richardsiae 
brunnescens 


lignicola 


aurantiaca 


Melinit 
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b)sKonidiensimeMittel 4/8962, 6g joan. Ph. fastigiata 
13) Kultur auf Bierwiirze-Agar hautig, olivgelb. Koni- 
ceTieimae Mitteleomy cee Oem | koe Jens hee, Ph. lutea- 
olivacea 
— Kultur auf Bierwiirze-Agar nicht hautig .... 14 


14) Konidientrager in dichten Rosetten beisammen, oft 
mehrere iibereinander am Faden. Konidien im 
Mithelid Setanta oes eere eee ee oes Ons oe Ph. cinerescens - 
——'~Konidientrager nicht so .)..............65- 15 
15) a) Kultur auf Maismehl- oder Haferflocken-Agar 
eine glatte, flache, tiefschwarze Haut. Konidien 
"ified fa) ES A ae laa ae Ph. atra 
b) Kultur auf Agar-Nahrbéden eine flachwollige 
Decke mit Hyphenbiindeln. Konidien im Mittel 
BOD Ee Oren Pe) re Pole: ae? Rh. heteroderae 


Il. MARGARINOMYCES Laxa (1930). 


Die Gattung Margarinomyces wurde von Prof. LAxa gegriindet auf 
einem von BuBAk isolierten, von Butter stammenden Pilz (15,3). Letzt- 
genannter hatte denselben untersucht und als zu einer neuen Gattung 
gehoérig erkannt. Jedoch wurde die systematische Stellung des Pilzes 
nur ganz fliichtig beriihrt mit det Bemerkung, der Pilz bilde langliche, 
gekriimmte Konidien, sodass er der Gattung Fusarium nahestehen 
mtisse. Eine Beschreibung der Gattung fand nicht statt. Dem C.B.S. 
wurde der Laxa’sche Pilz damals sofort zugeschickt. Auch wurde dieser 
Organismus in den Niederlanden wiederholt von Butter isoliert. Das 
nahere Studium ergab, dass der Pilz mit der Gattung Fusarium, die 
bekannhtlich zur Formfamilie der Tuberculariaceae gehort, nichts zu tun 
hat, sondern der Formfamilie der Dematiaceae einzureihen ist und zwar 
gehort er in die Abteilung Phacosporae, Unterabteilung Trichosporieae. 
Von Trichosporium unterscheidet Margarinomyces sich durch die An- 
wesenheit von flaschen- bis birnférmigen Sterigmen, welche: auch ver- 
zweigt sein kénnen und oft in Gruppen beisammen stehen, von Rhino- 
cladium dutch die Abwesenheit von kleinen, die Konidien tragenden 
Zahnchen. Die Konidien sind zwar hyalin, héchstens leicht gefarbt, 
doch kommt das auch wohl bei Trichosporium vor und scheint die 
Einreihung in die Abteilung Phaeosporae auf Grund der dunkelfarbigen 
Hyphen dennoch gerechtfertigt. 

Die Beschreibung der Gattung lautet: 
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Margarinomyces Laxa emend. van Beyma 


Hyphen kriechend, of zu Strangen vereint, braun, zahlreiche Trépf- 
chen enthaltend. Konidientrager flaschen- bis birnférmig, mitunter 
verzweigt, an den Hyphen entlang oder in Gruppen beisammen stehend. 
Konidien endstandig oder (und) seitenstandig an den Tragern, zahlreich, 
ellipsoidisch, gerade oder gekriimmt, meist mit zwei Oeltropfchen, glatt, 
hyalin bis braun gefarbt. Chlamydosporen kommen vor. 

Die systematische Stellung und das Verhiltniss zu Phialophora wurde 
schon im Anfang dieser Arbeit besprochen. Dabei wurde die Aehnlich- 
keit erwahnt, die beide Gattungen in verschiedener Hinsicht aufwiesen, 
sowie die Tatsache, dass die Konidienbildung bei Phialophora ihren 
endogenen Charakter durch die Anwesenheit eines ,,Schnabels’’ an den 
Konidientragern bekundet. Sollen beide Gattungen in der Tat einander 
nahestehen, so muss angenommen werden, dass die basipetale Bildung 
der Konidien bei Margavinomyces nicht so grundverschieden ist von 
der endogenen Bildung der Konidien bei Phialophora, als man auf dem: 
ersten Blick geneigt ware anzunehmen. 

Machen wir uns den Vorgang der Konidienabschnirung klar, soweit 
dieser aus den bisher dariiber erschienenen Veréffentlichungen abgeleitet 
werden kann, so glauben wir die verschiedene Art der Konidienbildung 
sehr wohl erklaren zu kénnen. Nach Txom (23) entstehen die basipetalen 
Konidien wie folgt: Zuerst entsteht im Scheitel der Sterigmen eine 
Querwand, welche den oberen, rundlichen Teil von dem unteren trennt. 
Durch fortwahrendes Wachstum bildet sich dieser abgetrennte Teil zur 
Konidie aus, anfangs noch mehr oder weniger zylindrisch, um sich nach 
und nach abzurunden. Von den zwei Schichten, aus denen nach LoEw (16) 
die Membran der Sterigmen aufgebaut ist, bleibt- die 4ussere Wand in 
Verbindung mit der Wand der Sterigmen, wahrend die innere sich nach 
unten von der Querwand ablést und durch Abrundung der jungen 
Konidie die endgiltige Gestalt gibt. Entsteht die zweite Konidie, so 
wird erstere in die Hohe geschoben, wobei die aussere Wand die Ver- 
bindung mit den Sterigmen aufrecht erhalt. Hierdurch wird eine Art 
Briicke (Disjunktor) gebildet; diese kann mitunter so kurz sein, dass 
sie zu fehlen scheint. 

Die Entstehung der endogenen Konidien kann man sich nun so 
denken, dass ebenfalls im Anfang eine Querwand im Scheitel gebildet 
wird. Dann aber wachst nicht die aussere Mem- 
branwand zur Konidie aus, sondern die innere. 
Dabei wird die aussere Wand gesprengt uud die Konidie schiebt sich 


Beschreibung der Gattungen Phialophora und Margarinomyces. 73 


durch:die entstandene Oeffnung nach aussen. Ist diese Oeffnung gross; 
so ist auch nach dem Abfallen der Konidien der Schnabel gross und: 
deutlich sichtbar, ist dieselbe klein, so auch der Schnabel, der dadurch 
schwerer aufzufinden ist. Bei ‘Margarinomyces nun ist er nicht mehr 
nachweisbar. 

Man konnte also den Unterschied zwischen basipetale und endogene 
Bildung der Konidien lediglich als ein Unterschied im Wachstum der 
beiden Schichten derselben Membran sehen. Wachst die aussere Schicht 
aus, so entstehen die Konidien basipetal, wachst die innere Schicht aus, 
entstehen sie endogen. Die bleibende Verbindung der Konidien mittels 
der 4usseren Wand mit den Sterigmen ‘wiirde demnach der Grund sein 
weshalb hier die Konidien in Ketten entstehen. Bei der endogenen 
Bildung ist diese Verbindung vom Anfang an verbrochen, wodurch die 
Konidien gleich nach 
der Reife einzeln ab- 
fallen. Obige Auffas- 
sung des Vorganges 
wird noch = gestiitzt 
durch die gelegentliche 
Beobachtung bei Phia- 
lophora, dass bereits 
abgestossene Konidien 
noch durch die eben Fig. 14. A. Basipetale Konidienbildung. 


sichtbare innere Mem- B. Endogere Konidienbildung. 


j io. Ganzrechts: in Ausnahmefallen bleibt die Konidie nach 
bran mit den Sterig Abstoszung mit der inneren Membran verbunden. 


men verbunden blei- 
ben kénnen. Die beigefiigten Abbildungen mégen die geschilderten 
Vorgange erlautern (Abb. 14). 

Es folgen nun die Beschreibungen der einzelnen Arten. Wo ndtig 
wurden im Text einige Verbesserungen der schon frither veréffentlichten 
Angaben angebracht. 


Margarinomyces atrovirens van Beyma [1935 (1)] 

Dieser Pilz stammt aus dem Bakteriologischen Laboratorium der 
Unilever N.V. in Rotterdam, wo er schwarze Flecken in Margarine 
verursachte. Er hat grosse Aehnlichkeit mit M. Bubaki, weicht aber 
sowohl in der Grosse und Gestalt der Konidien wie in der Farbe, welche 
heller ist, von demselben ab. 

Fiir die Beschreibung siehe: F. H. van BEYMA THOE KINGMA, Cen- 
tralbl. f. Bakt. II, 91, 348—350, 1935. 
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Margarinomyces Bubdaéki Laxa [1930 (15)} 


Wie schon eingangs erwahnt, wurde dieser aus Margarine isolierter 
Pilz von Laxa und BuBAK untersucht. Derselbe verursacht auf Butter 
sich nur langsam ausbreitende, griinlich schwarze Flecken. Unter dem 
Mikroskop sieht man unregelmassig dicke Faden, welche im Innern zahl- 
reiche Trépfchen aufweisen. Die anfangs hyalinen Hyphen werden bald 
schmutzigbraun bis griinlich schwarz, sie fiigen sich oft. zu Strangen 
zusammen. Die Konidientrager sind mehr oder weniger flaschenférmig, 
(10—12) x (3—4) w gross. Sie schniiren in grosser Zahl Konidien ab, 
welche sowohl gerade wie gekriimmt sind, (4,7—6,7) x (1,3—1,7) u 
gross. Der Pilz wachst schneller wie M. atrovirens. 


Reinkulturen. 

Auf Bierwiirze-Agar in einer Petrischale nach 14 Tagen 
(Zimmertemperatur) schnellwiichsig, Kolonie 6 cm Durchmesser, flach- 
wollig bis sammetartig, grauschwarz, mit schmalem, grauweissem Rande 
und 2 cm breitem, farblosem 
Saum. Ganz schwacher, sauerli- 
cher Geruch. Unterseite schwarz. 

Desgl. nach 30 Tagen: Schale 
ganz bewachsen. Decke schwarz, 
fein schillernd, iiberwachsen von 
einem rachfarbigen, diinnen, fil- 
zigen Belag. Unterseite schwarz. 

Kultur in R6éhrchen nach 14 
Tagen: 

Auf Bierwurze-Agar: 
eine hautige sammetartige, tief- 
Fig. 15. Margarinomyces Bubdki. schwarze Kolonie, am Glasrande 


a. Konidientrager. Vergr. 750 x. und an der Riickseite ebenfalls 
b. Konidien. Vergr. 750 x. 


schwarz. 
Auf Kirsch-Agar: Decke sammetartig, grauschwarz. Rand am 
Glase und an der Riickseite schwarz. 
Auf Kartoffelstiick: nur miassiges Wachstum, hautig, schwarz- 
grau. 
Auf Méhre: hautige bis sammetartige Decke, schwarz bis schwarz- 
grau. 
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Margarinomyces decumbens van Beyma [1942] (6)] 


Fur die Beschreibung siehe: F. H. van BEYMA THOE KINGMA, Antonie 
van Leeuwenhoek 8, 111—112, 1942. 


Margarinomyces fasciculatis van Beyma [1939 (3)] 


Fir die Beschreibung siehe: F. H. van BEYMA THOE KincMA, Cen- 
tralbl. f. Bakt. II, 99, 384—385, 1939. 


Margarinomyces Hoffmannii‘van Beyma [1939 (3)] 


Fir die Beschreibung siehe: F. H. vaN BEYMA THOE KINGMA, Cen- 
tralbl. f. Bakt. II, 99, 386—388, 1939. 


Margarinomyces luteo-viridis van Beyma [1939 (3)] 


Fir die Beschreibung siehe: F. H. vAN BEYMA THOE KINGMA, Cen- 
tralbl. f. Bakt. II, 99, 381—383, 1939. 


Die Bestimmung der Margarinomyces-Arten. 


Fir die Bestimmung der Margarinomyces-Arten eignen sich Petri- 
schalen mit Bierwiirze-Agar am besten. Nach 14 Tagen, manchmal auch 
eher, kénnen das Wachstum und die mikroskopischen Merkmale schon 
beurteilt werden. 


1) Kraftiges Wachstum auf allen Nahrbéden unter 


Bildung einer zottigen Pilzdecke................ M. fasciculatis 
—"Keme-zoiige Pilzdecké.) 0 0. cs ce es 4 
2) Pilze mit Konidien, welche zum Teil wurstformig 
gekrimmt sind...... esa ek eae ee oe 3 
— Pilze mit ellipsoidischen Konidien............. 4 
3) a) Pilzdecke sammetartig, flachwollig, rauchfarben 
bis schwarzlich. Unterseite schwarz .......... M. Bubakt 


— 6) Pilzdecke hautig, gelbgriin bis griinschwarz. Un- 
terseite orange oder schwarzlich mit orangefar- 


DerletesAuINGmees ewe er cre we ets fens tes Slee s M. luteo-viridis 
4) Schnellwiichsiger Pilz mit hautiger, gelbbrauner 
Decke. Unterseite gelb bis hellorange............ M. decumbens 
— Verhidltnissmassig langsam wachsend .......... 5 


5) a) Pilzdecke hautig, orangefarben, tiberwachsen von 
einem weissen, feingekrauselten Myzel. Unter- 


seite tier orangelarben. 6 isisc tones swale ees M. Hoffmannu 
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— }) Pilzdecke hautig, griinbraun bis griinschwarz mit 
breitem, farblosem Saume. Unterseite schwarz. M. atrovirens 
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ON THE IDENTITY OF TORULA CREMORIS 
HAMMER ET CORDES WITH CANDIDA 
PSEUDOTROPICALIS (A. CAST.) BASGAL 


by 


T. HOF 
(Received March 8, 1943). 


In December 1932 the ,,Centraalbureau voor Schimmelcultures” 
received a culture of Torula cremoris Hammer et Cordes from the ,,Na- 
tional Collection of Type Cultures’? at London. Torula cremoris has 
been described by HAMMER and CorDEs (2). These authors distinguished 
in the 45 lactose-fermenting yeasts isolated from yeasty cream two 
different types, type A and type B. To type A the name Torula cremoris 
was given. 

Investigating the anascosporogenous yeasts LODDER (3) concluded 
that thn yeast belongs to the Mycotoruloideae and well to the then 
adopted genus Mycocandida. She admitted, however, that Torula 
cremoris is not a very typical specimen of the genus Mycocandida. A 
further investigation of the Mycotoruloideae by DIDDENs and LopDER (1), 
however, led to the conclusion that the production of pseudomycelium 
by Torula cremoris was so scanty that this species had better be placed 
in the genus Torwlopsis (therefore not belonging to the Mycotoruloideae). 

So both groups of anascosporogenous yeasts, the Torulopsidoideae 
without pseudomycelium and the Mycotoruloideae with pseudomycelium 
were investigated systematically and yet Torula cremoris was still kept 
under the name originally given. This is highly undesirable, because 
the name Torula should not be used for yeasts 1). In order to arrive at 
a final conclusion as to which genus Torula cremoris belongs we sub- 
mitted our strain ~gain to a careful study. The test for the production 


1) The name Torula had been given by TuRPIN (1838) to yeasts. The fact 
that PErsoon had used this name already before (1796) for a group of dark 
coloured fungi was unknown to TURPIN. 
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of pseudomycelium gave this time an unmistakably positive result. A 
typical production of pseudomycelium could be observed on potato-agar 
and pepton-glucose-agar on 
slides using the method of 
RIVALIER and SEYDEL (5). 
Although the pseudomycelium 
was not produced abundantly, 
yet there could be no doubt 
that the yeast should be placed 
in the genus Candida1). Compa- 
ring the characteristics of our 
culture of Torula cremoris with 
the characteristics of the spe- 
cies of the ‘genus Candida 
adopted by DIDDENS and 
LODDER we came to the con- 
clusion that the culture is 
jdentical with Candida pseudo- 
Fig. 1. Torula cremorts after 24 days on tropicals (As Cast.) Basgal. 
potato-agar (500 x). In order to judge whether 
the characteristics of the cul- 
ture of Torula cremoris studied conform with the description of HAMMER 
and CORDES we give the description of HAMMER and CorpDEs and the 
characteristics of our culture. 


Description by HAMMER and CorRDEs (abbreviated): 
Morphology: 

In general the cells were oval or elliptical (2.46—3.6) x (4.1—6.1) up. Some 
cultures exhibited cylindrical and elongated cells (3—4) x (13—14) » some- 
times to 19 »; there was a certain variation in all cultures, but in some it 
was more pronounced than in others. The organisms occurred singly. No 
ascospores could be observed. : 
Cultural Characteristics: 

Whey Agar Slope: After 24 hours at 37° C., a good development 
was evident. The growth was generally raised, glistening, non-viscous, 
whitish, smooth and opaque, the edge being entire or sligtly undulate. 

Whey Gelatine Slope: In some cultures a softening of the ge- 
atine occurred in about two weeks. 

Bouillons: Growth in bouillons was evident in 24 hours at 37°C. as 
a whitish sediment. It was best in bouillons to which had been added ma- 


1) Dipprns and Lopper (1) have rejected Mycocandida as a separate 
genus. 
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terials that were fcrmented with the production of gas. Surface growth was 
never observed. 


Litmus Milk: After 24 hours at 37° C. much gas was formed and’ 
a small amount of acid; the litmus turned a definite pink throughout the 


tube. Coagulation took place after a number of days through the agency 
of a rennin-like enzyme. 


Biochemical features: 

Gas Production: Gas was produced in milk and in bouiflons con- 
taining fructose, galactose, gluccse, lactose and sucrose. The great majority 
of the cultures worked with produced gas in inulin and raffinose bauillons. 
Bouillons containing glycerol, maltose, dulcitol, mannitol or salicine were 
not fermented with gas evolution by any of the cultures. 


The characters of our strain of Torula cremoris were the following: 

Production of Pseudomycelium: On potato-agar and 
pepton-glucose-agar on slide cultures pseudomycelium is formed, though - 
not very abundantly. The pseudomycelium produced is branched. The 
blastospores are arranged on the pseudomycelium in small groups of 
two or three. Often blastospores which stick together are found. It 
resembles the pseudomycelium production of the genus Mycocandida of 
LANGERON et TALICE (4). (see fig. 1). 

Growth in malt extract: After 24 hours at 25°C. the cells 
are oval (4—6) x (5.5—9) uw 
and occur singly. More 


elongated cells may also ae, EN 


occur 4 x (9—10) w. After 
30 days sediment was oO ka? QO 
observed, but no pellicle 
or ring. 

Growthon Malt- 
A gar: greyish white, soft, 
smooth, glistening, edge 


entire. . 
Liquefaction of te 
gelatine: negative af- C3 


Coe UB ETD A Fig. 2. Torula cremoris after 24 hours in malt 
Sugar-Fermenta- extract (1000°x). 

tion: glucose +, fruc- 

tose +, mannose +, galactose +, saccharose +, maltose —, lac- 


tose +, inulin +. 
Sugar-Assimilat ion: glucose +, fructose +, mannose +. 


galactose +, saccharose +, maltose —, lactose +. 
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Nitrogen-Assimilation: peptone +, urea +, asparagin +, 
ammonium sulphate +, potassium nitrate —. 

Litmus Milk: After 1 month some coagulation, litmus: turned 
to red. 

Splitting of Arbutine: positive. 

Comparing the characteristics of Torula cremoris according to the 
description by HAMMER and CoRDEs with those of our strain we may 
conclude that there is a good agreement. The main characters, shape 
and size of the cells, sugar-fermentation and nitrogen-assimilation are 
the same. HAMMER and CorDEs did not investigate whether their strains 
were able to form pseudomycelium. The occurence of elongated cells, 
however, render it very probable, that their strains would also have 
been able to form pseudomycelium. As to the liquefaction of gelatine 
we wish to point out that this property is of hardly any value in the 
taxonomy of yeasts (cf. DIDDENS and LODDER (1)). 

We may therefore conclude that our strain is identical with Torula 
cremoris, the more so as it is very probable, that we studied an authentic 
strain +). As already mentioned our strain of Torula cremoris possesses 
the same characteristics as Candida pseudotropicalis (A. Cast.) Basgal 
(for description of this species see DIDDENS and LODDER (1) p. 238). 
For reasons of priority the name ,,pseudotropicalis”’ (1911) is preferable 
to ,,cremoris’’ (1920). Therefore in future the correct indication of 
Torula cremoris Hammer et Cordes should be Candida pseudotropicalis 
(A. Cast.) Basgal. 
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1) In the catalogue (1931) of the ‘‘National Collection of Type Cultures’’ 
at London, from, which we got our strain, Torula cremoris is mentioned as 
an isolation by HAMMER and CorDEs. 


(From the ,,Rijks Instituut voor de Volksgezondheid” at Utrecht). 


A NEW ACID-FAST BACILLUS ISOLATED FROM 
A PATIENT, SUSPECTED TO BE SUFFERING 
FROM TUBERCULOSIS '*) 


by 


J. H. BEKKER 
(Received July 8, 1942). 


In February 1941 we received some catheter urine emanating from 
patient G., in order to investigate whether it contained tubercle bacilli. 

Microscopically we could not find any acid-fast rods by means of 
the ZIEHL-NEELSEN colouring, but in the BESREDKaA-liquid we could 
observe after incubating at a temperature of 37°C. for 3 weeks acid- 
fast rods, which, as regards the shape, were somewhat different from 
the tubercle bacillus. The LOEWENSTEIN media were still sterile after 
incubating for 2 months and the guinea-pig test with the sediment of 
the catheter urine gave also a negative result. 

After incubating a LOEWENSTEIN medium seeded with the BEs- 
REDKA-sediment at 37°C. for 3 weeks we ascertained a growth, which 
initially was almost equal to that of the tubercle bacillus of the bovine- 
type; afterwards, however, there was a clear difference and the growth 
became more similar to the avian type. 

The results of the usual controls effected with the culture, viz., the 
growth on LOEWENSTEIN media at 22°C. and the growth on broth- 
agar at 37°C. were negative after an incubation for 5 days. 

On sectioning a guinea-pig that had undergone a subcutaneous in- 
jection with the culture 2 months ago, we found that its groin glands 
as well as its aortal glands were in a suppurated condition. From these 
organs the bacillus could again be isolated, although there was no 
indication of a generalized tuberculosis. A rabbit and a cock infected 
with the culture did not show any sign of tuberculosis at the dissection 
3 months later. 

We came to the conclusion that we had isolated a saprophytic acid- 


1) Presented at the meeti g of the ,, Luberculose-Studie-Commissie van 
de Nederlandsche Centrale Vereeniging der Tuberculose’”’ in May 1942. 
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fast bacillus, which as far as its way and possibilities of growing were 
concerned, differed from the more common saprophytics and which 
apparently possessed pathogenic properties to the guinea-pig, though 
only in a slight degree. 


In experiments on the influence of paraffine on the pathogenicity 
of acid-fast bacteria made in co-operation with Dr J. D. VERLINDE 
the above mentioned acid-fast bacillus appeared to possess interesting 
properties. So we then thought it of importance to study the behaviour 
of this bacillus more closely and to obtain more details regarding the 
patient from whom it had been isolated. 


This patient G. was a man borne in 1909 and an office-clerk by 
profession. In the anamnesis we read that in 1924 he passed through 
a pleurisy on the right side, which was perhaps of a tuberculous nature. 
In 1930 he had some complaints caused by the right kidney. This organ 
appeared to be enlarged and painful; upon a chromocystoscopical 
examination the orifice of the left ureter turned out to be normal and 
squirted blue in time, whereas the orifice of the right ureter was swollen, 
ulcerated and did not squirt blue. In the catheter urine pus and acid- 
fast bacilli were found by means of the microscope. No experiments 
as regards cultivation or its effect on living animals were made with 
the urine. The right kidney was removed, but a pathological-anatomical 
examination was not effected on the organ afterwards. In the beginning 
of 1941 the patient showed signs of decompensatio cordis and hyper- 
tension and moreover he fell ill with pleurisy on the left side. The urine 
contained 1°/)) of albumen and many red blood cells up to haematuria. 
By means of pleura-puncturing 1.5 liters of fluid with a specific gravity 
of 1010 were drawn off. The result of Rrvatta’s test was positive and 
in the sediment polynuclear leucocytes and crystals were found. This 
fluid was not examined bacteriologically. The general condition of the 
patient deteriorated quickly, the percentage of albumen in the urine 
rose from 1°/g to 10°, the percentage of ureum in the blood increased 
rapidly and on the 28th of February 1941 the patient died owing to 


uraemia, with the clinical diagnosis: amyloid of the kidney. No autopsy 
was effected. 


So we meet the interesting fact that the acid-fast bacillus was isolated 
from the catheter urine of a patient, who suffered from tuberculosis 
of the kidney, though we must admit that there is no bacteriological 
or pathological-anatomical confirmation of this diagnosis. 
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The description of the characteristics of our acid-fast bacillus can be 
effected best according to the details fixed in the literature regarding 
the properties of the various representatives of the large group of acid- 
fast bacteria. At the head of this group we find the tubercle bacilli 
of the warm-blooded animals with the types: human, bovine and 
avian. Then follow the tubercle bacilli of the cold-blooded, and finally 
we come to the group of the saprophytic acid-fast bacilli. In this clas- 
sification it has not yet been possible to determine the place of the 
bacillus of JOHNE of the paratuberculosis of the cow on one hand and 
of the leprosy-bacillus of HANSEN and the bacillus of the rat-leprosy 
and the lepra bubalorum of the buffalo on the other. — 


I. MorPHOLOGY, 

Our bacillus is a slender, acid-fast and alcohol-fast rod, sometimes 
slightly curved, often clearly granulated, sometimes with irregular 
absorption of the colouring matter. In the culture preparations the rods 
are often lying in little heaps, just like the mammalian tubercle bacilli; 
sometimes a slight pleiomorphy can be seen. The width varies from 
0.3 to 0.5 and the length from 2 to 7. In liquid media the bacilli 
are generally longer than in solid ones and they are also longer than 
tubercle bacilli grown under the same conditions. 


II. AcID-FASTNESS. 

Generally ‘speaking the acid-fastness of the saprophytic bacilli is 
much inferior to that of the genuine tubercle bacilli. In this respect 
our bacillus is not to be distinguished from the tubercle bacilli, as after 
treatment with a 5% mixture of hydrochloric acid in alcohol during 
24 hours the greater part of the rods still appears to be acid-fast. 

The influence of the medium on the acid-fastness has not yet been 
checked, neither has been the degree of acid-fastness of bacilli of various 


ages. 


III. CULTURAL CHARACTERISTICS. 

In general the saprophytic acid-fast bacilli and the cold-blooded 
tubercle bacilli have the quickest growth (1—2 days), then follow the 
avian tubercle bacilli (7 days) and finally the human and bovine tyres, 
which grow most slowly (2—4 weeks). It sometimes occurs, however, 
that the growth of the saprophytics is slower and that of avian bacilli 
quicker, so that often the differentiation becomes very difficult. 

In-table I we have indicated the rate as well as the degree of the 
growth of our bacillus in some media. 


growth after 


Medium 
1 week | 2 weeks | 3 weeks| 4 weeks 

LoEWENSTEIN + glycerol. . . | + + ae oe =a T 

—glycerol. . — a= “ ot 
LEVINTHAL et heen ame ale Si aT Sp ae 
blood-agati.).2c. sess Gals. ee — ae a= =F 
glycerol-potato. . . .....-+ _ = + + 
YA pabyeqoj bettie Ge tS 5 — = ae ae 
LOFFLER-serum ....... — ae ao a 
ascites-agar cui). sss our — — Se Ss 
Droth-agariny wale) cue ee ees — —_ se ae 
pelatines: Fs. oeace ate — — — == 
BESREDKAy *. (7A ee, 26 + = = sr 
serum-brothiy jerseys mati + + + + 
6% glycerol-broth <....)... . + + + + 
SAUTON, cai) chica nae ee — os + oe 
DEPLONE™ Watel a ge eee eee —_ — ae = 
broth'ee ee cette: an case — — — = 


From this we see that the bacillus only shows a poor growth or no 
growth at all in the usual media and that it grows better, though still 
slowly, in those containing glycerol or blood in some form or other. 
This behaviour remained unchanged in subcultures and so it deviates 
from what we know of the other saprophytic acid-fast bacilli. 

On solid media (in this case LOEWENSTEIN) the bacilhis grows in the 
beginning as unpigmented, afterwards somewhat yellow pigmented, 
glistening, Humid, bulbous colonies, which show a finely granulated 
surface under the microscope. These colonies are thread-drawing and. 
can be suspended easily. Spreading beyond the place of inoculation and 
the formation of a wrinkled surface were not observed in the cultures. 
On some media (a.o. glycerol-potato) no pigmentation appeared. 

In the beginning this way of growing may be very similar to that 
of the bovine type, but in a further phase it can easily be distinguished 
from this type and also from other ones, 

In liquid media (in this case BESREDKA) we see a flocky-thready 
sediment with only slight turbidity of the fluid. A pellicle is formed 
on the surface. 
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IV. RESISTANCE. 

ABEL (1) made experiments on the resistance of various acid-fast 
bacteria to antiformin, acetic acid, oxalic acid, hydrochloric acid and 
sulphuric acid. From these experiments and also from those performed 
by other investigators it appears that the tubercle bacilli of warm- 
blooded animals possess a high resistance to antiformin, sulphuric 
acid and oxalic acid and a low resistance to acetic acid. The cold-blooded 
tubercle bacilli as well as some water-acid-fast ones show also a high 
resistance to antiformin, sulphuric acid, hydrochloric acid and oxalic 
acid (though often the resistance is lower than that of the warm-blooded 
group) anda moderate resistance to aceticacid; whereas most saprophytic 
acid-fast bacilli (e.q. Mycobacterium smegma, butter and timothy-grass 
bacillus) are very susceptible to antiformin and sulphuric acid and 
insusceptible to oxalic acid. 


From the results of a similar experiment with our bacillus we see 
(table II) that it possesses a high resistance to antiformin, oxalic acid, 
sulphuric acid and hydrochloric acid and a lower resistance to acetic 
acid. So the resistance of our bacillus is similar to that of genuine 
tubercle bacilli. The bacillus still has the power to grow after heating 
at 60° C. for one hour, though the rapidity of the growth is considerably 
slowed down by this manupulation. 


V. METABOLISM. 
From table III can be seen at what hydrogen-ion-concentration our 
bacillus is able to grow in SauTON solution. 
Table III. 


Grcewth in SauTon solution at 37°C. 


growth after 


pH 

1 week | 2 weeks | 3 weeks | 4 weeks 
5 a - = 
6.5 — — a6 fe 
6 = ae = = 
6.5 — == + + 
7 — Ta + + 20 ar 
7.5 — + ++ | ++ 
8 se ste “Le at 
8.5 oo — — 


| 
| 
| 
| 
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So we see a range of pH 5.5—8 with as optimum pH 7—7.5. The 
bacillus does not grow at a temperature of 18°C., but growth occurs 
between 22° and 45°C. with an optimum temperature of 37°C. (see 
Table IV). 


Table IV. 
Growth on LOEWENSTEIN + glycerol. 


growth after 


1 week | 2 weeks | 3 weeks | 4 weeks 
aerobicrat 18° Creraie. .7)L. — — — — 
aeropicsatt22° Cw gn fe .. t — + y= te 
ACLODICnaAte Si uCoiees Aes x) + + ++ ++ 
aerObicuat Abe Coe. wee on — + ae ae 
micro-aerophilic at 37°C... . = aig =F + 


ANACLODIC at*d igen... 5. . — 


So our bacillus behaves as to its susceptibility to temperature as a 
saprophytic acid-fast bacillus. 

Our bacillus does not grow under anaerobic conditions, but it is 
capable of growing micro-aerophilically. The growth is most luxuriant, 
however, under aerobic conditions. 

Just as most acid-fast bacteria our bacillus grows better, if glycerol 
is one of the constituents of the medium. 

The ba ‘illus produces a yellow pigment, but as mentioned already 
the pigmentation fails to appear in some media. 


VI. BIOCHEMICAL REACTIONS. 

THomson (9), GorDoNn (5) and Gorpon and Hacan (6) divide the 
saprophytic acid-fast bacilli into 3 groups according to the growth 
at 47°C. and the thermoresistance (in our case growth after heating at 
_ 60°C. for 1 hour). 


thermoresistance growth 

at 47°C. 
Group I: “Se + Type: M. smegmatis 
Group II: — — Type: cold-blooded 


tubercle bacilli 
Group III: ae + Type: M. phles 
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These groups are again subdivided according to their ability of oxidizing 
various carbohydrates. Group III, to which our bacillus apparently 
belongs is again divided into a subgroup A, with acid-fast bacteria 
that are ahle to utilise arabinose (M. phlei) and a subgroup B, the 
representatives of which do not utilise arabinose. 

Experiments regarding the utilisation of carbohydrates and glycerol 
by our bacillus will be given later in co-operation with Dr A. TASMAN, 

As to the other biochemical properties of our bacillus, we could observe 
the following: 


production of indol. .... . .: negative 
production of hydrogen gurphide . : Negative 
reduction of methylene blue . . . : negative 
methylred reaction . . . . . ! negative 
reaction of Vders Puen cere . . 1 negative 
breaking down of milk... . . . : negative 
production of ammonia... . . : negative 
reduction of nitrate. . . . . . .: positive 
catalase reaction ...... . .: positive 


VII. ANTIGENIC STRUCTURE. 

The agglutination can be effected by means of a LoOEWEN- 
STEIN culture that has been shaken off and filtered through paper and 
to which up to 0.5% of formaline has been added or which has been 
heated in a water-bath at 100°C. during 20 minutes. 


Table V 
atidick agglutination-titre after: 
rabbit P : 

inoculation 8 days 10 days 12 days 16 days 
L162). intravenous, alate ie bane 1: 100 1: 100 1: 100 
1185 e See aoa pie bt Le 1 Wea § | 1 : 200 1: 200 
11538 intrarnuataiar eh — pected fa Spee 7) Lo 4) 
1174 | intratesticular . 1? 46 re v0e 1 200 1: 200 
1183 | intranasal. 1: 100 1: 400 1: 800 1 : 800 
1186 | intraperitoneal. . 1: 100 1 ; 400 1; 400 1; 400 
1187 | intracerebral ix 20 1: 40 1 80 1: 80 

control tuberculous rabbit 1 . — —- — — 

a pa Sik — — — — 

fc ne ik Oe — — — — 


control normal rabbit a .. , a — 


%, iy DE RB — — = 
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Table V shows the results. In the serum of rabbits, infected 
with our bacillus, specific agglutinins could be found after 8 days. 
The highest titre was arrived at about 12 days after infection and 
amounted to maximally 1:800. We did not succeed in increasing 
it by means of repeated intravenous injections with dead and living 
cultures. 

The reaction of the serum of both normal and tuberculous rabbits 
was negative. Human, bovine and avian tubercle bacilli, B.C.G., JoHNE’s 
bacillus and 4 different saprophytic acid-fast bacilli were not agglutinated 
by sera against our bacillus. 

-Praecipitins appeared to be present in the serum of 2 rabbits 
(nos. 1183 and 1187); 16 days after the infection these sera gave a ring 
reaction with a culture that had been filtered through a Seitz K, filter. 

The same antigen was used for the com plement-fixation, 
which turned out to be faintly positive with all rabbits. This reaction 
was faintly positive too with the serum of a tuberculous rabbit, but 
negative with normal sera. The serum of infected rabbits had also a 
certain bacteriotropic action. 

The opsonic index was always enhanced. 

An active immunisation with formalinized cultures could not be 
achieved. The guinea-pig remained susceptible to the experimental 
infection. 


VIII. PRODUCTION OF TUBERCULIN. 

In order to examine whether our bacillus might produce a substance 
allied to tuberculin, a culture incubated at 37°C. for 2 months was 
submitted to treatments in 5% of glycerol broth such as are performed 
for the preparation of tuberculin. Subsequently we made some tests 
with guinea-pigs with the liquid obtained and with tuberculin (tables 
VI and VII). 

Neither fiom -these tables, nor from other experiments made with 
the extract of the substances in dilutions it has become evident that 
our bacillus produces a substance closely allied to tuberculin. It proved 
possible, though, to give rise to a light phenomenon of Kocu with a 
guinea-pig that had undergone a preliminary treatment with the 
bacillus.. 


IX. VARIABILITY. 
Up till now no signs of spontaneous variability have been observed, 


but tests dealing with this subject have not yet been performed. 
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X. PATHOGENICITY. 
A full description of experiments regarding the pathogenicity of our 
bacillus will be given later in co-operation with Dr J. D. VERLINDE. 


Conclusion and summary. 


From the catheter urine of a patient, the right kidney of whom was 
removed at an earlier date in connection with a clinically diagnosed 
tuberculosis, an acid-fast bacillus was isolated. 

On closer investigation this bacillus appeared to belong to the group 
of the so-called saprophytic acid-fast bacilli, but its properties are 
different from all acid-fast bacilli described hitherto (BERGEy (2), 
DINGER (3), EicHBAuM (4), GORDON (5), GORDON and HAGAN (6), 
TIEDEMANN (10), Gr6x (7), Haac (8) and others). 

At the suggestion of the director of our Institute, Dr W. AEG. Tim- 
MERMAN, we Called the new-found bacillus: Mycobacterium Bekkerit. 
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(Aus der Abteilung Infektionskrankheiten des Instituts fir Parasitare- und 
Infektionskrankheiten der Reichs-Universitat zu Utrecht). 


LISTERELLOSE BEI TIEREN 
A. LISTERELLOSE BEI FERKELN 


von 


L. DE BLIECK und JAC. JANSEN 
(Eingegangen am 17, Marz 1943). 


ANAMNESE. ‘ 

Eine gesunde Sau hatte neun Ferkel auf normale Weise zur Welt 
gebracht; fiinf Tage nach der Geburt starben davon vier. Wahrend des 
Lebens war Ikterus beobachtet; bei einem der gestorbenen Ferkel war 
von dem Ejinsender, Herrn C. A. Kok, Tierarzt in Soest, eine eigenartige 
Leber gesehen worden. Die Sau und die fiinf anderen Ferkel waren kern- 
gesund geblieben. Zwei der gestorbenen Ferkel erhielten wir zur Unter- 
suchung. 


Abb. 1. Leber Ferkel, Spontanfall, multiple 
Nekroseherde (nat. Grosse). 
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SEKTIONSERGEBNIS. 


Beide Tiere zeigten dieselben Abweichungen, namlich: Lungen und 


Abb, 2. Leberausstrich Ferkel. Spon- 
taner Fall, kleine Gram positive Bak- 
terien (Vergr. 900 x). 


Herz von einer gelblichen Fliissig- 
keit umgeben; geschwollene Leber 
und Milz mit vielen gelbweissen 
Herden, vor allem in der Leber 
(vergl. Abb. 1); die Muskulatur 
war degeneriert und gelblich, der 
Nabelstumpf etwas entziindet. In 
Ausstrichpraparaten der Leber- 
herde wurden viele Gram positive, 
etwas unregelmassige manchmal 
in Haufchen zusammenliegende 
Bakterien gesehen (Abb. 2). 


BAKTERIOLOGISCHE UNTERSU- 
CHUNG. 
Aus Herz, Lungen, Leber, Milz 
und Nieren wurden auf Agar, in 


Abb. 3. Uebersichtbild der Leber (Ferkel) mit verschiedenen, verteilten 
Nekroseherden (Vergr. 40 x), 
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Bouillon und auf Blutagarplatten Reinkulturen Gram positiver Bakterien 
erhalten. Die Bouillon war leicht getriibt; auch das Wachstum auf Agar 
war sehr fein, gleichend dem Wachstum von Streptokokken; auf der 
Blutagarplatte wurde eine geringe, nicht vollstandige Haemolyse beo- 
bachtet. 


HISTOLOGISCHE UNTERSUCHUNG. 

Die histologische Untersuchung (ausgefiihrt vom Pathologischen In- 
stitut, Direktor: Prof. Dr H, SCHORNAGEL) zeigt multiple Nekroseherde, 
an deren Peripherie ein schmaler Saum von Leuko-, Lympho- und His- 
tiocyten gesehen wurde (Abb. 3). Im Zentrum der Herde betand sich 
eine Anhaufung derselben Zellen. Die Gram positiven Bakterien wurden 
hauptsachlich an der Peripherie der Herde gefunden (Abb. 4). Fiir die 


Abb. 4. Bakterienfoto (Leber Ferkel) Gramfarbung. 

Auf der Grenze eines Nekroseherdes. Zwischen den 

Zellen isolierte dunkel gefarbte Bakterien. Die dun- 

klen Zellkérper sind mit phagosytierten Bakterien 
gefiillt (Vergr. 600 x ). 


Untersuchung und das zur Verfiigung stellen der Fotos danken wir 
Herrn Prof. SCHORNAGEL und Herrn TEN THIJE sehr. 


_ TIEREXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNG. 
A. Ferkel. 
Ein mit Kultur intravenés eingespritztes Versuchsferkel war bereits 
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nach 48 Stunden an akuter Septikaemie gestorben; aus allen Organen 
wurden die Bakterien in Reinkultur isoliert. Ein subkutan infiziertes 
Ferkel blieb dagegen véllig normal; ein infraperitoneal eingespritztes 
Ferkel war nach 24 und 48 Stunden vielleicht etwas weniger munter; 
4 Tage nach der ersten Injektion wurde dies Tier nochmals intraperito- 
neal infiziert, blieb aber wieder véllig gesund. Auch Nabelinfektionen 
von drei neugeborenen Ferkeln schlugen nicht an. Zwei Ferkel wurden 
per os infiziert, diese Tiere blieben aber normal und eine Woche spater 
wurden diesen Ferkeln nochmals 10 ccm Leberbouillonkultur eingegeben, 
ebenfalls aber ohne Resultat. 

Da wahrend der Untersuchung der kulturell-biochemischen Eigen- 
schaften die Diagnose ,Listerellose”’ vermutet wurde und uns'aus der 
Literatur bekannt war, dass das Genus Listerella eine grosse Affinitat 
zum Gehirn besitzt, wurden Ferkel intrazerebral infiziert; hiervon ist 
ein Tier, das mit stark verdiinnter Kultur eingespritzt war, normal ge- 
blieben; die anderen zwei, die mit unverdiinnter Kultur eingespritzt 
waren, starben bereits nach 24 Stunden an akuter Septikaemie; die Bak- 
terien konnten in allen Organen nachgewiesen werden; vor allem die 
Leber war geschwollen und bunt; histologisch wurde geringe venédse 
Stauung und eine ausgesprochene parenchymatése Degeneration festge- 
stellt. Mit 0,05 ccm einer 20 mal verdiinnten Leberbouillonkultur wurde 
wieder ein Ferkel intrazerebral eingespritzt; dieses Tier hatte nach 24 
Stunden Zwangsbewegungen und konnte schliesslich nicht mehr stehen, 
es starb nach 48 Stunden; Organabweichungen wurden nicht festgestellt 
mit Ausnahme des Gehirns, das entziindet war; die Nahrbéden, die aus 
Herz, Lebér, Milz und 
Nieren beimpft wurden, 
blieben steril, aus dem Ge- 
hirn wurden die Bakterien 
aber in Reinkultur geziich- 
tet. Diese Versuche 
zeigen, dass die 
isolierte Bakterie 
fur “dws “Schwein 
pathogen ist. 


B. Mause. 
Eine mit 0,25 ccm Se- 
Abb. 5. Leber Maus, experimenteller Fall. rumbouillonkultur subku- 


(Vergr. 1,4 x), tan infizierte Maus blieb 
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véllig normal; zwei intrazerebral infizierte Mause starben bereits am 
folgenden Tag an akuter Septikaemie; die Bakterien konnten in allen 
Organen nachgewiesen werden. Die subkutane Infektion wurde bei 4 
Mausen wiederholt; nach 6 Tagen starben hiervon 2; bei beiden wurden 
in der Milz Herde beobachtet und bei einer von ihnen in der Leber sehr 
viele Herde, die makroskopisch véllig dem Ausgangsmaterial glichen 
(vergl. Abb. 5). 


CreR atten: 

Eine mit 0,5 ccm Serumbouillonkultur subkutan eingespritzte Ratte 
blieb véllig normal; zwei intrazerebral infizierte Ratten starben bereits 
am folgenden Tag an akuter Septikaemie; die Bakterien konnten in allen 
Organen nachgewiesen werden. Die subkutane Infektion wurde bei 4 
Ratten wiederholt; eines dieser Versuchstiere war im Augenblick der 
Infektion nicht véllig normal, dieses Tier starb 5 Tage nach der Infektion; 
es zeigte sich, dass das Tier an einer subakuten Pneumonie litt, aber 
gestorben war an einer Septikaemie, die durch die Bakterie verursacht 
war, die sich in Reinkultur aus allen Organen ziichten liesz; die Leber 
war besat mit sehr vielen, sehr kleinen Herden. 


D. Meerschweinchen. 

Ein Meerschweinchen, das subkutan mit Lebersuspension des ur- 
spriinglichen Materials eingespritzt worden war, starb nach 6 Tagen; die 
Bakterien wurden in Reinkultur wieder heraus geziichtet; ein mit Kultur 
subkutan eingespritztes Meerschweinchen blieb aber am Leben. Das in- 
trazerebral mit Kultur infizierte Meerschweinchen starb bereits am fol- 
genden Tag an Septikaemie. 


E. Kaninchen. 

Ein mit Lebersuspension des urspriinglichen Materials subkutan ein- 
gespritztes Kaninchen blieb normal ebenso wie ein intravenés mit Kultur 
_jnfiziertes Kaninchen. Zwei mit unverdiinnter Kultur intrazerebral in- 
fizierte Kaninchen starben beide nach zwei Tagen; bei beiden Kaninchen 
wurden, ausser allgemein akut-septikaemischen Erscheinungen, sehr 
viele kleine, weissliche Herde in der Leber beobachtet (vergl. Abb. 6); 
die Bakterien wurden in allen Organen nachgewiesen. Die histologische 
Untersuchung zeigte, dass bei beiden Kaninchen die Leber mit sub- . 
miliaren Nekroseherdchen voll Gram positiver Stabchen durchsat war. 
Ein mit 0,05 ccm einer 100 mal verdiinnten Leberbouillonkultur intra- 
zerebral infiziertes Kaninchen starb innerhalb 48 Stunden an akuter 
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Septikaemie; ein mit 0,95 ccm einer 200 mal verdiinnten Leberbouillon- 
kultur intrazerebral infiziertes Kaninchen starb nach 3 Tagen; am letzten 
Tag hatte das Tier Zwangsbewegungen. Ausser dem entziindeten Gehirn 
wurden keine Organabweichungen gesehen; aus dem Gehirn wurden die 


t 
e . wy x —— 


Abb, 6. Leber Kaninchen, experimenteller Fall. 
(0,9 x nat, Grdsse). 


Bakterien in Reinkultur zuriick erhalten; die aus den anderen Organen 
geimpften Nahrbéden blieben dagegen steril. Diese Versuche 
mit Kaninchen zeigen, dass beieinem Kaninchen 
ebenso wie bei der Maus Leberveranderungen er- 
zeugt wurden, die mit den Leberveranderungen 
der zur Untersuchung vorgelegten Ferkel tber- 
einstimmen. 

Weiter zeigen diese Kaninchenversuche und die bereits frither e:- 
wahnten anderen Tierversuche, dass die Bakterien iiber das Gehirn 
leicht anschiagen; das Versuchstier stirbt entweder an Septikaemie oder 
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der Krankheitsprozess beschrankt sich auf das Gehirn. Da das urspriing- 
liche Krankheitsbild, namlich die mit Herden durchsaten Leber auf eine 
Nabelinfektion weisen kénnte, zumal auch der Nabel etwas entziindet 
war, wurden die bereits erwahnten Versuche mit Nabelinfektion bej 
frisch geborenen Ferkeln gemacht; diese gaben aber keine Resultate; 
weiter kénnte man denken an Leberinfektion itiber den Daim; also Auf- 
nahme des Krankheitserregers per os. Tatsdchlich gelang es von 2 Ver- 
’ suchskaninchen eines per os tédlich zu infizieren. Das eine Kaninchen 
wurde 4 mal per os infiziert, namlich am 2., 11., 20., und 28. September; 
es blieb aber normal. Das andere Kaninchen wurde am 2. und 11. Sep- 
tember infiziert, es starb am 20. September. Es hat sich damit 
gezeigt, dass die Infektion per os anschlagen 
kann. 


F. Kanarienvogel. 

4 per os infizierte Kanarienvégel starben an akuter Septikaemie nach 
3, 4, 4 und 6 Tagen; bunte, geschwollene Leber wurden beobachtet; die 
Bakterien wurden aus allen.Organen, auch aus dem Gehirn geziichtet. 
Subkutan oder intramuskular wurden im ganzen 12 Kanarienvégel ein- 
gespritzt, hiervon starb 1 Tier nach einem Tag, 9 nach zwei und 2 nach 
drei Tagen; es zeigte sich, dass alle an akuter Septikaemie gestorben 
waren und stets waren aus allen Organen auch aus dem Gehirn die Bak- 
terien zu isolieren; meist war die Milz stark geschwollen, auch die Leber 
war vergrossert und bunt gefleckt; vor allem in der Leber wurden viele 
Bakterien beobachtet. 


Andere Experimente in kleinerem Ausmass, namlich ein Frettchen 
(0,5 ccm Kultur subkutan), 2 Hithner (0,5 ccm Kultur intravends), 
Taube (0,25 ccm Kultur intravenés) und Enten (0,5 ccm Kultur intra- 
venés) verliefen negativ. Alle diese Versuchstiere, die nicht starben; 
wurden nach einer langerer Beobachtungszeit getétet und bakteriolo- 
gisch untersucht; aus keinem dieser Tiere konnten jedoch die Bakterien 
geziichtet werden. 

Auf Grund der obenstehenden Versuche glauben wir, den aus dem 
urspriinglichen Material geziichteten Mikrcorganismus, der regelmassig 
auch aus jedem gestorbenen Versuchstier zuriick zu ziichten war, als 
pathogene Ursache des Ferkelsterbens betrachten zu diirfen; der isolierte 
Mikroorganismus ist namlich pathogen fiir das Schwein und bei kleinen 
Versuchstieren (Kaninchen, Ratte und Maus) werden identische Leber- 


.veranderungen erzeugt. 
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EIGENSCHAFTEN DES GEZUCHTETEN MIKROORGANISMUS. 


A. Morphologie. 


Im urspriinglichem Material und in dem der Versuchstiere wurde mit 
Methylenblau gut farbbare Mikroorganismen gesehen. Die Mikroorga- 
nismen liessen sich positiv nach der Methode von Gram farben. Viele 
etwas unregelmassige kleine plumpe Bakterien mit abgerundeten Enden 
wurden gesehen, manchmal in kleinen unregelmassigen Haufchen lie- 
gend; es wurden weder Sporen, noch Drahtbildung, noch Bildung langer 


Abb. 7. Ausstrich von Brustmuskulatur- ' 


feuchtigkeit (Kanarienvogel). Grampra- 
parat. (Vergr. 900 x). 


Ketten gesehen (Abb. 7). 

In den Kulturen des ur- 
spriinglichen Materials und in 
denen der Versuchstiere wurden 
kleine plumpe Bakterien beo- 
bachtet; die Bakterienform war 
bei einer Anzahl Exemplare 
sehr deutlich festzustellen, viele 
Formen waren aber sehr kurz, 
sodass manche beinahe eine 
Kokkenform hatten; manchmal 
war eine geringe Kettenbildung 
festzustellen; diese Ketten wa- 
ten aber stets sehr kurz und 
stark gebogen, sodass man 
manchmal auch von einem 
Haufchen Bakterien hatte spre- 


chen kénnen; die meisten der Mikroorganismen bestanden aber aus lose 
liegenden Formen oder zu zweien zusammen liegenden Bakterien. 
Diese Eigenschaften wurden in sehr jungen Kulturen (u.a. 5 Stunden) 
und in bis zu 22 Tage alten Kulturen beobachtet. Die oe 


wurde angestellt sowohl bei Kulturen die auf, 
einem festen wie auf einem fliissigen Medium 
gewachsen waren (Agar, Serumagarbouillon, 
Serumbouillon, Leberbouillon). In keiner der 
kiirzer oder langer bebriiteten Kulturen (gewach- 
sen bei 37° ab 25° C.) wurden jemals Sporen, 
Drahtbildung oder Neigung zu Verzweigung 
gesehen. 

Untersuchung auf Beweglich- 
keit; 

Im Dunkelfeldmikroskop wurde stets eine 


Abb. 8. Listerella aus. 
Ferkel, Geisselfarbung. 
(Vergr. 1200 x). 
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starke, zitternde, tauchende Bewegung beobachtet. Anfangs gelang es 
nicht, iberzeugend deutlich eine Eigenbewegung festzustellen; durch. 
Zichtung bei 20° C. gelang es aber, in Bouillonkulturen Beweglichkeit 
zu beobachten. Die Geisseln konnten mit der Farbung nach NoveL 
(Rezept KAPSENBERG) nachgewiesen werden (vergl. (12)) (Abb. 8). 

Farbbarkeit. Nit ctiwe fs 

Die Bakterien farbten sich wey ee 
leicht, gleichmassig und intensiv : 
mit LOEFFLER’s Methylenblau Pee te oe 
und mit Karbolfuchsin (vergl. Se xg 
Abb. 9). Nach der Farbmethode eet ee SA 
von GRAM ist der Mikroorganis- ‘ eT ee 
mus Gram positiv, auch bei in- eg 
tensiver Alkoholeinwirkung (z.B. Sine Pee! hong 
3 Minuten lang auf einen Kultur- Ce ee = 
ausstrich) verhalten sich die Bak- — “i 5 Aig aay 
terien Gram positiv. Nach der cs oe 
Farbung von ZIEHL-NEELSEN a 
sind die Bakterien nicht sdéure- Abb. 9, Kulturausstrich, Karbolfuchs- 
fest. infarbung (Vergr. 900 x). 


B. Kulturell-Biochemische Eigenschaften. 

Es wurde stets beobachtet, dass Kulturen, die direkt aus den Tieren 
beimpft wurden, reicher wuchsen als nach Ueberimpfung. Die Bakterien 
wachsten sowohl aerob wie anaerob. Die folgenden Nahrbéden wurden 
gebraucht: 


Agar: zartes, Streptokokken-ahnliches Wachstum, namlich feine punk- 
f6rmige, beinahe hindurchscheinende, runde Kolonién, die bereits nach 
einem Tage sichtbar sind. 

Serumagar: wie auf Agar, aber etwas schwereres Wachstum und . 
dadurch sehr geringe grauweisse Farbung. Die Kolonien lésen sich manchmal 
ziemlich leicht als ganzes und treiben dann auf der Kondensationsflissigkeit. 

Gelatine: auf Gelatine entstand ebenfalls ein zartes Wachstum. Auch 
in Gelatine (Stich) war das Wachstum sehr fein, gleichmassig langst des 
Stiches wachsend, das Wachstum war unten und oben gleichartig. Verfliis- 
sigung wurde nie beobachtet. 

Gelatineagar: in diesem halbfesten Boden (nach SEASTONE (10)) 
wurde ein Wachstum ausgehend von dem Stich beobachtet, namlich kleine 
Seitenknospen und feine feder- und wolkenahnliche Verzweigungen. 

Bouillon: zartes Wachstum (in einzelnen Fallen wurde besonders am 
Boden des Réhrchens Wachstum beobachtet); in alten Bouillonkulturen (16 
Tage bebriitet) wurde ein schleimiger Niederschlag wie bei Pasteurella ge- 


sehen. 
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Serumbouillon: zartes Wachstum mit flokkigem Niederschlag. 
Leberbouillon: ziemlich schweres Wachstum, gleichmissig triib2, 
auch bei einer vergleichenden Untersuchung mit dem Dunkelfeldmikroskop 
zeigte sich, dass sich die Bakterien in diesem Nahrboden am besten ver- 

mehrten. 

Blutagarplatte: runde milchbleiche Kolonien, am zweiten Tage 
beginnende Haemolyse die nicht vollstandig wurde. 

Lackmusmilch: sehr schnelle Reduktion zu weiss; die weisse Farbe 
ist manchmal schon nach 8 Stunden in dem Rohrchen zu beobachten; nach 
langerer Beobachtungszeit kommt die Farbe zuriick, aber wird nicht neutral 
sondern etwas zu rot; diese Farbungsriickkehr erfolgt bei Zimmertemperatur 
schneller als bei 37° C. 

Neutralrotagar: hierin wurden keine Veranderungen beobachtet. 

Nahrboéden nach Gersbach: hierin wurde erst nach vielen 
Tagen ein minimales kérniges Wachstum am Boden beobachtet, die Indol- 
reaktion verlief negativ; in Peptonwasser entstand ebenfalls geringes kérniges 
Wachstum am Boden, auch hierin konnte keine Indolbildung nachgewiesen 
werden. 

Auf Kartoffeln entstand glattes, deutliches, praktisch farbloses 
Wachstum. 

Im Gehirnbrei wurden keine Veranderungen beobachtet, obwohl 
sich die Bakterien hierin vermehrten. 

Vergarung von Kohlehydraten wurde auf den Nahrbdden 
von WARREN und Crowe untersucht; Saurebildung, aber keine Gasbildung 
wurde festgestellt durch Umsetzung von Dextrose, Rhamnose, Trehalose, 
Salizin, Laktose, Sukrose und Maltose. 

Die katalase Reaktion (gebraucht wurde eine Agarkultur) verlief deutlich 
positiv. Die VoGrEs-ProsKAUER Reaktion verlief negativ. Die Nitrat-Nitrit- 
Reaktion konnte nicht beurteilt werden, da in den fiir diese Reaktion ge- 
brauchten Nahrbéden (bereitet nach dem Werk von TopLey und WItson (11)) 
praktisch kein Wachstum auftrat. Die Methylrot Reaktion war positiv. 


Auf Grund dieser Untersuchung glauben wir, dass der isolierte Mikro- 
organismus ein Listerella war. Infektionen mit Listerella verlaufen akut, 
sie wurden beobachtet beim Menschen, Rind, Schaf, Ziege, Silberfuchs, 
Kaninchen, Tatera lobengula (eine Mauseart), beim Huhn und auch beim 
Schwein; die wichtigsten Beobachtungen bestanden in Erscheinungen 
von Seiten des Nervensystems und Nekroseherde in den Organen vor 
allem in der Leber. 

Nach der historischen Uebersicht von NYFELDT (7) wurde dieses Bak- - 
terium zuerst von HiiLpHERs im Jahre 1911 in ,,necrotic foci in the liver 
of rabbit” beobachtet; MurRAyY, WEBB und SWANN (6) fanden die Bak- 
terie ebenfalls beim Kaninchen und sahen auchinexperimentellerzeugten 
Fallen kleine Nekroseherde in der Leber. 

Harvey und PrIpE (1925) isolierten die Bakterien aus den ,,liver 
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foci” einer ,,desert jumping mouse (Tatera lobengula)’”; Gri (4) fand 
diesen Mikroorganismus bei Schafen als Ursache von ,,circling disease’’s 
Burn (1933) isolierte die Bakterien aus Fallen von Meningo enzephalitis 
bei Kindern. 

Das Vorkommen von Listerella wurde spater von anderen Autoren 
bestatigt; in unserem Lande von KAPSENBERG (ebenfalls bei einem Fall 
von Meningitis (6)). Weiter wurde die Lisverella von TEN BROECK ge- 
funden in nekrotischen Herden des Myokards eines Kiickens. JonEs und 
LitTLe berichteten iiber Falle von Enzephalitis beim Rind durch Liste- 

-rella. Weiter wurde Listerellosis noch beobachtet beim Meerschweinchen 
(MurRAY, WEBB und SwaANN (6)), bei Hasen (ANTON (1)), bei Ziegen 
(SEASTONE (10) und Orarson (8), Krankheitsbild wie bei Schafen) und 
vielleicht auch bei Silberfiichsen (CROMWELL, SWEEBE und CampP (3)). 

Schliesslich wurde Listerellosis als Diagnose gestellt beim Schwein 
von BIESTER und ScuwakTE in U.S.A. (2). Sie teilten mit, dass in einer 
Anzahl Platze in Iowa Schweine erkrankten unter Erscheinungen von 
Enzephalitis; es wurden sowohl sehr junge wie auch 4ltere ergriffen. 
Zusammenfassend glauben wir sagen zu kénnen, dass Listerellosis bei 
verschiedenen Tierarten vorkommt; hierbei zeigen sich vor allem Erschei- 
nungen von Enzephalitis, wahrend auch haufig bei Sektionen Nekro- 
seherde in der Leber beobachtet wurden. 

Ob die gefundenen Listerella identisch mit einander sind, wurde noch 
nicht geniigend untersucht. Aus der Literatur erhalten wir den Eindruck 
(vergl. z.B. SEASTONE (10)), dass vielleicht verschiedene Typen bestehen. 
Prof. KAPSENBERG war so freundlich, uns auf unsre Bitte einen seiner 
Stamme fiir eine vergleichende Untersuchung zu iberlassen. Dieser 
Stamm stimmte morphologisch véllig mit dem des Ferkels tiberein. 
Weiter waren die biochemischen Eigenschaften vollig dieselben, wahrend 
dieser Stamm sich ebenso wie der aus den Ferkeln als hochpathogen fir 
Kanarienvégel erwies. Weiter bestatigte eine agglutinatorische Unter- 
suchung die Diagnose Listerella; die Kultur aus dem Ferkel wurde agglu- 
tiniert von Serum, das bereitet war gegen den Stamm aus dem Menschen. 
Herr Prof. KAPSENBERG, dessen Unterstiitzung wir hoch geschatzt haben, 
war namlich so freundlich, uns auf unsere Bitte eine Menge dieses von 
ihm hergestellten Serums fiir unsere vergleichende Untersuchung zur 
Verfiigung zu stellen. Auf Grund der Resultate der vergleichenden Unter- 
suchung glauben wir, die Listerella des Ferkels als identisch mit dem in. 
unsrem Lande aus dem Menschen isolierten Stamm betrachten zu diirfen. 
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B. LISTERELLOSE BEI DER ZIEGE 
von 


JAC. JANSEN und C. F. G. W. VAN DEN HURK 
(Eingegangen am 17 Marz 1943). 


ANAMNESE. 

Ein Milchhandler besasz eine Ziege, die bereits zum dritten Male ge- 
lammt hatte; das Tier, das vom Besitzer selbst aufgezogen war, war nie 
ernsthaft krank gewesen und hatte nur einige Male Diarrhée gehabt. 
Vor 8 Wochen hatte die Ziege drei gesunde Lammer zur Welt gebracht, 
die Milchproduktion war gut. Das Tier lief auf der Weide zusammen mit 
Kalbern und Rindern; mit anderen Tieren kam die Ziege nicht in Be- 
riihrung; das Tier iibernachtete in einem Stall bei einer Scheune, die 
ziemlich viel Ratten beherbergte. Am 21. Mai verweigerte die Ziege 
plétzlich das Fressen, die Milchgabe war gering und die Faeces waren 
sehr diinn. Einige Tage spater wurde tierarztliche Hiilfe eingerufen. 


KRANKHEITSVERLAUF. 

Am 26. Mai macht das Tier einen niedergeschlagenen Eindruck, der 
Puls ist 120, die Kérpertemperatur 40.2° C., die Atmung normal; die 
Pansenbewegungen sind nicht zu fiihlen, das Tier hat Diarrhée; in den 
Faeces sind keine Parasiten oder Eier zu finden. Eingabe eines Dekokts 
von Leinsamen mit Alkohol, Dekokts von Leinsamen mit Tannoform 
und subkutane Injektion von Borogluconat bringen keine Verbesserung; 
das Tier stirbt am 4. Juni. 


SEKTIONSBEFUND. 

Es zeigte sich, dass die Ziege an einer heftigen haemorrhagischen ne- 
krotisierenden Enteritis des Dickdarms gelitten hatte; der entziindete 
Teil des Darms schimmerte bereits von aussen stark rot durch; es war 
bereits eine praeperforative Peritonitis entstanden. Die mesenterialen 
Lymphdriisen waren stark vergréssert, der Rindenteil war praktisch 
ganz in eine matte weissgelbliche trockne nekrotische Masse verandert. 
Das Herz war paralysiert. Die Milz war geschwollen und eine geringe 
parenchymatése Degeneration von Leber und Nieren wurde beobachtet. 
Wir erhielten von dem pathologischen Institut (Direktor: Prof. Dr 
H. SCHORNAGEL) eine Kultur, die aus den mesenterialen Lymphdriisen 
auf Agar in Bouillon und Hottingerbouillon geziichtet worden war zur 
bakteriologischen Untersuchung. (Sehr wertvoll waren fiir uns die Sek- 
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tionsergebnisse, und ebenso danken wir Herrn Prof. Dr J. A. BEYERs. 
fiir die klinischen Angaben). 


BAKTERIOLOGISCHE UNTERSUCHUNG. 

Die Kulturen erwiesen sich als Reinkulturen von kleinen Gram posi- 
tiven Stabchen mit abgerundeten Polen, verschieden in Lange, doch im 
allgemeinen kurz, manchmal so kurz, dass die Form der eines Kokkus 
ahnelte. Auf Grund dieser bakteriologischen Erfahrung und der Tat- 
sache, dass die beimpfte Lackmusmilch sehr schnell reduziert wurde, 
wurde an die Méglichkeit gedacht, dass es sich um eine Listerella-Kultur 
handelte. Auch war diese kultur ebenso wie die der Listerella des Men- 
schen. und des Ferkels hochpathogen fiir Kanarienvogel; mit der Kultur 
konnte ein junger Ziegenbock getétet werden. Die Listerella des Men- 
schen, die des Ferkels, die Kultur aus der Ziege, die Passagekultur aus 
dem Kanarienvégel und aus dem kleinen Ziegenbock wurden alle einge- 
hend untersucht auf der grossen Reihe von Nahrbéden, die im ersten 
Teil dieser Arbeit erwahnt wurden; es zeigte sich, dass alle Stamme sich 
vollig gleichartig verhielten; mit Hilfe des Dunkelfeldmikroskops wurde 
mit vdlliger Sicherheit aktive Beweglichkeit und auch die typische 
tauchende Bewegung beobachtet. 


TIER-EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNG. 

Ziege: Zuerst musste die Pathogenitat der Kultur bei derselben 
Tierart festgestellt werden. Da wir zunachst nur die Verfiigung hatten 
tiber ein einziges einige Tage altes Ziegenbéckchen und der Nachweis der 
Pathogenitat mehr das Ziel war als die Feststellung der Infektionsweise, 
wurde dieses Tier per os intramuskular (am 9. Juni) und intravenés 
(am 10. Juni) mit Bouillonkultur infiziert. Am 11. Juni zeigte das Tier 
schwere allgemeine Krankheitserscheinungen und starb: bereits am 12. 
Juni. Bei der Sektion wurde Milzschwellung, Schwellung und Degenera- 
tion der Leber und der Nieren beobachtet. Die Lungen enthielten diffus 
pneumonische Flecke. Am Gehirn war makroskopisch allein etwas Ge- 
fassinjektion zu beobachten. Die Serosa von Blase, Darme und des 
Magens war mit feinen Petechién iibersét. Die Bakterien wurden ge- 
ziichtet aus dem peripheren Blut, Herz, Gehirn, Lungen, Leber, Milz 
und Nieren. Mit der Kultur, die aus diesem Bock isoliert war, wurde ver- 
sucht, einen zweiten jungen Bock per os zu infizieren. Er erhielt an 2 
auf einander folgenden Tagen 50 ccm einer 24 Stunden alten Kultur in 
Lackmusmilch. Am 3. Tag war das Tier krank und wollte nichts trinken, 
nach 2 Tagen war das Tier wieder normal. Es wurde direkt danach noch 
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an 3 Tagen hintereinander infiziert, blieb aber gesund. Weiter wurden 
Infektionsversuche gemacht bei Kanarienvégeln, Kaninchen, Meer- 
schweinchen, Mausen und Ratten. Die Resultate hiervon stimmten tiber- 
ein mit den Ergebnissen der Listerella, die aus dem Schwein isoliert war. 
Auch bei Kanarienvégel konnten nun die typischen Leberveranderungen 
festgestellt werden. 


BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE. 

Die Zahl der in der Literatur erwahnten Falle von Listerellose bei 
Ziegen ist gering. Im Jahre 1939 veréffentlichte PATERSON (9) einen 
Artikel iiber Listerella-Infektion bei Mensch und Tier; nach einer per- 
sonlichen Mitteilung von SEAsTONE sollte dieser in Amerika einen Krank- 
heitsausbruch bei Ziegen erzeugt von Listerella beobachtet haben. Die 
Krankheit verlief als eine Enzephalitis, wie die ,,circling disease’’ bei 
Schafen; 10 Ziegen waren gestorben. Am Jahre 1940 beschreibt OLAF- 
son (8) ebenso ,,circling disease” bei Ziegen in Amerika; er erwahnte 
2 Krankheitsausbriiche. Auf einer Farm starben 20 von den 200 Ziegen. 
Der von uns erwahnten Fall zeigte klinisch nicht das Bild einer ,, circling 
disease’; auf Grund des Umstandes, dass die Listerella direkt in Rein- 
kultur aus den Lymphdriisen geziichtet war und sich als pathogen fiir 
den Versuchsboch erwies, glauben wir doch die Diagnose Listerellosis 
stellen zu diirfen. Aus dem Tierversuchen ergab sich wohl eine Vorliebe 
dieser aus der Ziege isolierten Listerella fiir das Gehirngewebe. 
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INVESTIGATION OF THE SYMBIONT OF ALNUS 
GLUTINOSA, ALNUS INCANA AND HIPPOPHAE 
RHAMNOIDES 


by 


H. BOUWENS 
(Reczived February 20, 1943). 


INTRODUCTION. 

This investigation was undertaken with the scope of isolating the 
‘symbiont out of the nodules of alder, of cultivating sterile alder plants 
and inducing the development of nodules by means of synthetic culture 
under strictly sterile conditions. Moreover some isolations. of microbes 
were effected out of the nodules of Hippophae rhamnoides. 

Although I did not succeed in attaining the set aim, I will non the 
less present some concise information on the methods followed and my 
negative results, the more so as the latter results do not agree with those 
arrived at by von PLoTHo (5), who published the most recent paper 
on this subject. . 

In an earlier investigation KREBBER (4) summarises the literature on 
the conflicting results in this field and he reports in detail the results 
of his own experiments. These were negative also. He could isolate 
repeatedly Actinomycetae from the nodules, but he could not induce 
the development of any nodules by means ot synthetic cultures of 
strictly sterile alder plants. 

KREBBER describes the endophyte as an organism with threadlike 
hyphae with a granulous content. I could note the like. In the periphery 
of the balls of hyphae vesicles occur, they divide into two halves by a 
transverse wall; I could observe no further division. Atcording to KREB- 
BER the vesicle stage is absent from the end of November till the be- 
ginning of March. I could, however, trace them in my preparations during 
_ the whole of winter. The vesicles, photographed in Fig. 1 have been ob- 
served on February 5th, 1938. 

The symbiont of Hippophae is morphologically like the symbiont of 
Alnus, here again thin hyphae and vesicles can be noted. 

In 1941 von PLotuo published on the subject ,,Die Synthese der 
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Kndllchen an den Wurzeln der Erle”’ (5). She isolated from the nodules 
of alder the symbiont viz., Actinomyces alni. After inoculation therewith 
alders, grown in nitrogen free culture solution, developed nodules. The 


Fig. 1. Longitunidal section through the nodule 
of Alnus glutinosa. 


alders grown in culture solution in the usual way were not sterile, the 
culture vessels being kept in a greenhouse, sometimes in the open, and 
not shielded from stray infections. 


OwN INVESTIGATIONS. 

a. Material: The nodules of Alnus glutinosa and Alnus incana, 
studied in this investigation, were collected in the woods near Nijmegen. 
Moreover I seeded unsterilized soil, which had been mixed up with 
crushed nodules with either species of Alnus. 

The following example may illustrate the rate of development of 
nodules under the latter conditions: plantlets sown on April 5th had 
developed on June 6th, so after a lapse of two months, distinct, small 
whitish nodules. This method allows fresh young nodules to be always 
on hand: Either the Nederlandsche Heide Maatschappij furnished me 
with the seed or I collected it myself. As early as December the seed is 
ripe and this is the most favourable season for collecting. Stratification 
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is unnecessary. I left the seed in the catkins and it was stored under 
cool conditions. 

Non-disinfected seed germinates for about 68 %, disinfection by means 
of weak disinfectants such as a treatment with 4 % formaldehyde or 
with 0.1 % corrosive sublimate in water or alcohol for 1 or 2 minutes, 
reduces the germination for about 32 %. Even then, however, not all 
spores of moulds, especially Penicillium, and bacteria occurring on the 
exterior of the seed have been killed of. 

First of all the seed was examined with a pocket lens in order that 
deaf seeds might be detected, then the disinfectant was applied and sub- 
sequently the seed was transferred to petri dishes with VAN DER CRONE 
agar). The dishes wrapped up fn cellophane were kept on the window 
sill at room temperature. 

The germination was favoured more by light than by darkness. This 
agrees with practical experience, the seed of alders in cultural practice 
being covered up with a merely thin layer of soil, sufficient to prevent 
a blowing off by wind. Within a fortnight germination occurs. The seed- 
lings were transferred to test tubes with sterile soil (autoclaved during 
one hour at 1.5 atmosphere). Many of them succombed before full 
development as the results of contaminations. Those whigh had remained 
sterile developed well, only limited in size by reaching the cotton plugs 
and developed soundly during the whole of summer. The plants were 
kept in full daylight, shielded from direct sunlight. 

Stratificated seed of Hippophae rhamnoides was obtained from the 
Provincial Water Supply of N. Holland at Bakkum. The germination 
was weak and in merely few cases I succeeded in the cultivation of sterile 
plants. These, however, succombed as well at an early date. 

b. Isolation from the nodules. Ysolations from the alder 
nodules were made in all months of the year. If some season might have 
favoured the development of the symbiont this would have come to 
light by these means. Apparently this was not the case. 

The nodules were brushed of with soap and rinsed subsequently in tap 
water. As has been already reported by earlier investigators it is hard 
to arrive at the sterilization of the exterior of the nodules. Using weak 
disinfectants various contaminating organisms will develop. After appli- 
cation of stronger means, however, the risk is great that these will kill 
of the organism in the nodules, leaving spores of Bacillus subtilis, how- 


1) 11 water, 1gKNO,, 0.5 g CaSO,, 0.5 g MgSO, . 7 H,0, 0.25 g Fes (PO,)s, 
0.25 g Ca, (PO,),, 0.0005 g H,BO,, 0.001 g MnSO,, 10—20 g agar and 10g 
glucose sometimes added. 
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ever, still alive. The latter bacterium will still develop when the nodules 
have been sterilized during 10 minutes in concentrated sulphuric acid 
or 15 minutes in 40 % formaldehyde; even nodules which have been. 
boiling during 10 minutes may still entail its occurrence on the plates. 

So I tried frequently to cultivate out of tranverse sections according 
to the method of BurGEFF (1) — removal of the epidermis of the nodules 
with a sterile scalpel under sterile conditions — after the nodules had 
been brushed with soap, rinsed and been either not or merely weakly 
sterilized. This method was quite suitable, as without risking to kill of 
the symbiont, the occurrence of Bac. subtilis could be evaded. In fact 
using this method Bac. subtilis occurred merely rarely. In most cases 
no organism grew out of the nodules; a ‘few times Actinomycetae or bac- 
teria appeared. 

KREBBER as well as VON PLOTHO applied similar means of isolation, 
transferring with a sterile needle matter from the interior of a disinfected 
nodule unto the culture medium. KREBBER states that he did not succeed 
in isolating the endophyte; von PLoTHo on the other hand obtained by 
these means always some colonies of Actinomycetae, mutually alike and 
resembling the endophyte in the nodule. She claims the latter to be the 
symbiont. 

c. Culture media. All culture media such as they are in use in 
the Phytopathological Laboratory Willie Commelin Scholten in Baarn, 
the usual as well as the more unusual, were tried out by me. 


Among these culture media occur malt in various concentrations, potato- 
juice and potato-disks, oatmeal, carrot extract, yeast-water, meat extract, 
soil extract. As sources of carbon: saccharose, glucose, maltose, galactose, 
amylum solubile; dextrine, inuline, mannitol have been supplied to extracts 
and mineral media. As sources of nitrogen: KNOs, NH,Cl, urea, glycocol, 
asparagine, peptone, nucleic acid, and hetero-auxine have been tested as 
additional component. Mineral media according to BuRGEFF (2) and FRED (3) 
were tested. In some media rain water has been used as a solvent. Many of 
the extracts have been sterilized by means of Seitz filters, in order to prevent 
a destroying by heat of some essential component. The culture media were 
used either as liquids or solidified with 1 % agar. Moreover extracts of roots 
and of nodules of Alder were used. 


The results, however, were always negative. Next to Bac. subtilis and 
a few bacteria and moulds merely rarely Actinomycetae déveloped. Any 
Actinomycetae occurring were kept in cultivation and tested as inocula; 
never, however, could any development of nodules be induced by them. 
The culture medium which according to von PLoTHo is most suitable, 
viz., meat extract-peptone with 2 % glycerol as a carbon source did not 
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in my experiments induce the development of Actinomycetae or any 
definite bacterium or mould, which might draw the attention by its 
frequent occurrence. 

@ooyuthetre enlt ures. 

1. In pure culture. Inoculation of plants in test tubes with 
soil (sterilization during one hour at 1.5 atm.). Inoculations were effected 
with some strains of Actinomyces, c.q. with a strain isolated out of a 
transverse section, very much like the organism in the nodule; moreover 
with some bacteria and with Bac. subtilis, which had caught my attention 
by its frequent occurrence even when very strongly disinfected nodules 
were tested. In 1940 I cultivated over 200 plants in test tubes, in 1941 
about 100 and in 1942 merely 50, in total 350. Not a single inoculation 
with the isolated strains was successful. 

Merely inoculation by means of nodules induced nodulation in sterile 
plants after an interval of some three months. I did not succeed in the 
re-isolation of the endophyte out of nodules of the latter plants, no 
Actinomycetae developed. I inoculated some sterile plants with the strain 
Actinomyces alni of VON PLoTHO, the result, however, was negative. 

All inoculated plants remained sterile. Not a single inoculation having 
proved successful, the number of plants, grown in test tubes appears 
to me to be large enough to justify the conclusion that the symbiont did 
not occur among the strains tested. 

Zoi nocuration of plantsin solution culture. On 
VAN DER CRONE solution (cf. note on page 109) all inoculation proved 
negative. Here again solely inoculation by means of nodules induced 
nodulation. I did not succeed in the re-isolation of the symbiont out of 
the freshly developed nodules. Control plants did not develop any 
nodules. 

DeTiecwiatton Of plants in sterilized soil in 
ifowerpots, which had been disinfected. In’ 19381 
inoculated alder plants in flower pots with Bac. subtilis. After 6 months 
several plants had developed nodules, whereas controls had not. This 
set of plants had been kept indoors before a window pane. 

In 1939 I inoculated once more with several strains of Bac. subtilis 
and of some other bacteria and obtained anew nodules in the inoculated 
plants; this time, however, 5 of the 15 control plants bore nodules as 
well. This set of plants had been kept in the open in a cold frame paved 
with tiles, not in contact with soil, but open to the atmosphere. 

In 1940 again I inoculated with Bac. subtilis and obtained after an 
interval of 4 months one nodule on a plant. Two other plants in the 
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same flower pot remained without nodules. I detected two nodules on 
100 uninoculated plants, c.q. a contamination of 2 %. In the previous 
year the contamination had amounted to 34 %. This large difference 
seems to me to be due to the fact that in 1940 plants had been kept 
indoors, in 1939 in the open. 

. The result of inoculation in the latter experiment would have been 
only of value if all control had proved free of nodules. This not being the 
case, positive results are valueless. In fact in the same way as stray 
infections occurred in the uninoculated control plants, in the inoculated 
plants nodules might have originated as the result of airborne infection 
and not of inoculation. It may only be claimed as certain that an infec- 
tion is the result of an inoculation, when the plants, bearing nodules, 
have developed under strictly sterile conditions. 

e. Cuttings of Alnus. Inorder toevade the long and uncertain 
procedure of seeding and cultivating, I tried to raise cuttings from alder. 
For inoculation experiments, however, cuttings proved no more suitable 
than plants in solution culture or in flower pots for the same reason as 
given above. 

I tried to induce rooting of cuttings of Alnus in various concentrations 
of hetero-auxine and obtained best results in the month of August. 

Out of cuttings of Alnus incana after a 24 hours treatment with hetero- 
auxine, concentration 200 y per ml, 6 of 10 woody twigs of the previous 
year rooted and 1 of 10 young green twigs of the same year, whereas 
hetero-auxine did not induce any rooting in Alnus glutinosa. 

f. Hippophae rhamnoides, Experiments carried out with 
this plant species were few. It was hard to induce sterility in the seed, 
which had been stratificated. A treatment with the usual weak disinfec- 
tants reduced the germination with 20—30%, but even then sterility was 
not arrived at. The seed was transferred to petri dishes with 1 9% vAN DER 
CRONE agar in the same way as the other seed. Most of the seedlings, 
however, succombed after transfer to the test tubes. I did not succeed in 
isolating out of the nodules any organism, which would prove in some way 
like the symbiont or give any further indication of being the symbiont. 


FINAL CONCLUSIONS. 

I have to acknowledge that I did not succeed in isolating the symbiont 
of the nodules of Alnus. The synthetic cultures under sterile conditions 
never induced any nodulation. Nodules in open flower pots with soil, 
developed after inoculation, I take as resulting from stray infection, just 
as it was the case in control plants. 
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As a matter of fact such stray intections occur in larger number in 
cultures kept in the open than indoors; nodules, however, do occur 
indoors up till in 2 % of all plants. This fact renders any experience un- 
trustworthy, where sterile conditions have not prevailed up till the end. 
So I left off from any further inoculation with Actinomycetae in open 
flower pots with soil. 

Comparing my results with those arrived at by von PLoTHo, who 
inoculated solution cultures kept up in a green house and removed now 
and again in the open, I have to put the latter on a same level as my 
experiments with open pots kept indoors or in the open. In her experi- 
ments 8 out of 37 inoculated plants had developed nodules, not earlier 
than after a lapse of 15 months. As the result of inoculation with crushed 
nodules the first nodules may be detected after two or at most four 
months, The long interval of 15 months indicates that the nodules in 
this experiment were not the result of an inoculation, but have to be 
ascribed to contamination. 

Von PLOTHO admits that some of her culture vessels had been con- 
taminated with algae. The chance is thus open that the symbiont might 
have reached the roots causing a stray infection. Her control plants, 
however, never developed any nodules. Their initial number was 18t 
many succombed, however, during the experiment and she does no; 
mention the number prevailing until the end. A percentage of stray in- 
fection of 2 % as I could report for open pots permits this phenomenon 
to occur only when large numbers are studied. As a matter of fact I did 
not note any nodules in the controls of my solution cultures and I as- 
cribed this’fact to not large enough a number of these vessels. Probably 
the number used by von PLOTHO as well will have been too small to allow 
stray infections to occur. 

As I could prove that the symbiont may be transferred air borne unto 
open flower pots, this keeps true as well for solution cultures. Thus in- 
fections occurring in the latter experiment do not admit of any valid 
conclusion as to the identity of the endophyte. 

Von PLOTHO succeeded in the re-isolation of Actindmyces alns out of 
the nodules of inoculated plants on meat extract-glycerol-agar. She did 
not fulfill KREBBER’s demands however, who stipulates that solely the 
inoculation of sterile plants, cultivated under sterile conditions, with 
a pure culture of the symbiont will furnish certain proof of the identity 
of the latter. 

So I doubt whether Actinomyces alni isolated by her is actually the 
endophyte of alder. It seems to me that her experiments are in need of 
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reproduction under sterile conditions with sterile plants, atmospheric 


contamination being excluded. 
Merely when under such conditions Actinomyces alns will induce nodu- 
lation, certainty as to it being the actual endophyte will exist. 


These investigations were carried out in the Laboratory of the Protestant 
Hospital at Nijmegen, where I was-allowed to work as a guest. I am most 
grateful to the Board for this hospitality. 

I also wish to thank Prof. Dr JoH. WEsTERDIJK at Baarn for the interest 
she took in my work and for her valued advice. 
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I. INTRODUCTION. 

As sulfanilamide differs from germicides in general in being not directly 
bactericidal, many authors have already supposed an action of the drug 
on bacterial metabolism, f.i. on some enzyme. 

The anti sulfanilamide action of p. aminobenzoic acid for some authors 
(1, 3, 9, 10, 14) was a reason to suppose that p. aminobenzoic acid acts 
as a prosthetic grouping for some bacterial enzyme. Referring for our 
objections against this attractive hypothesis to our previous communi- 
cation (6), we will only point out here, that even if it would be the ex- 
planation of the action, it remains still unknown, which is the function 
of this hypothetical enzyme in the bacterial metabolism. 

So for a further elucidation of the mechanism of sulfanilamide action 
it seems very important to know, which part of the metabolism the 
sulfanilamide action interferes with actually. 

We showed already that sulfanilamide does not act on bacterial cata- 
lase (5, 15) or on O, consumption and dehydrogenation by bacteria (15), 
and we deduced that an explanation of the action of the drug by means 
of an interference with bacterial respiration or carbohydrate metabolism 
in general is improbable. Though for some sulfanilamide derivatives an 
action on bacterial respiration has been established (2, 4, 11), this is, 
in our opinion, only of secondary importance (6). Since it is evident, 
that under conditions in which sulfanilamide is actively checking growth, 
influence on respiration may be absent, the explanation of its actual 
mechanism may not be looked for here. Thus action on the carbohydrate 


1) Eighth communication: H. W. Jutius and K. C. WriykteEr, Antonie 
van Leeuwenhoek 8, 139, 1942. 
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metabolism being excluded and the fat metabolism of most bacteria 
being scanty and unexplored, we decided to study the influence of sul- 
fanilamide on at least some parts of bacterial nitrogen metabolism 
(protein metabolism). 

Moreover the preferential action of sulfanilamide on prolifera- 
ting bacteria leads to the assumption that the action of sulfanilamide 
is narrowly related with growth and division 7.e., with the increase of 
bacterial protein, thus with protein synthesis. 


II. KATABOLISM. 

With regards to the katabolic part of bacterial protein metabolism 
merely the influence of sulfanilamide on some of the hydrolytic enzymes 
was studied. So it could be shown that sulfanilamide does not alter the 
rate of gelatin-hydrolysis by papain (Exp. I, fig. 1). 

Neither does sulfanilamide interfere with the hydrolysis of gelatin by 
a filtrate of B. pyocyaneus (Exp. I, fig. 2) or of B. prodigiosum, whilst 
sulfanilamide was known to be actively checking growth for both strains. 
To allow the argument that sulfanilamide does not act on any hydrolytic 
protein decomposition, it would of course be necessary to extent the 
scope of these experiments, but in the cases mentioned the action of 
sulfanilamide could not be due to an action on the exogenic proteolytic 
enzymes,under discussion. 


III. ANABOLISM. 

As has already been mentioned above, it seemed more promising to 
study the anabolic phase of bacterial protein metabolism. For the sake 
of convenience we mean to divide this process in three stages: 

1. Synthesis of simple amino acids from inorganic N-compounds ?) f.i. 


R R 
se ss 
C=O+NH,+H+> C—NH,+ H,0(I) 
ve rs 
COOH COOH 


2. Synthesis of all kind of other amino acids{by trans-amination (Uma- 
minierung). 

3. Synthesis of polypeptides and proteins from amino acids. 
In this paper only the first stage will be subject of discaission. 


‘) In our case it is for the moment irrelevant if the amino acids will be 
regarded as materials for protein synthesis or merely as ,,catalysts’’ (12). 
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A. The influence of sulfanilamide on the synthe- 
susyotiaspantichaicidob yB. cols; 

QuasTEL and Wootr (13) described the synthesis of aspartic acid from 
fumaric acid and ammonium chloride by a suspension of resting B. colt 
in a buffered medium. 

The synthesis was readily reproduced and it was found by adding 
sulfanilamide up to a concentration of 0.0375 °% (which is active on our 
strain of B. coli in a synthetic medium), that the rate of production of 
aspartic acid was not influenced (Exp. II, fig. 3). 


B. The influence of added amino acids on the ac- 
tion of sulfanilamide on B. coli, grown in the 
absence of organic nitrogen. 

Sulfanilamide actively inhibits growth of B. coli ina synthetic medium 
with (NH,).SO, as its sole source of nitrogen (fig. 5). Interference with 
carbohydrate metabolism as a possible cause for sulfanilamide action 
being excluded, this fact in itself is — by the way — some indication 
that nitrogen metabolism is the matter in point. 

In this simple medium B. colt will probably begin by synthesizing 
amino acids out of NH, + keto acids, according to the equation I (7). 
This hypothesis is corroborated by Exp. ill, fig. 4, where the addition 
of various concentrations of a suitable keto acid 1.c. Na-pyruvate, mar- 
kedly accelerates growth. The growth-rate in the control culture is 
seemingly decreased by lack of keto acids and one might reasonably 
suppose that the synthesis of alanine and the transamination with amino 
dicarbonic acids (out of the inoculum) are the processes which are acce- 
lerated by the supply though energy producing reactions might also be 
involved. 

If the essential of sulfanilamide action was to interfere with the syn- 
thesis of amino acids in general, then the presence of some amino acids, 
singly or in combination should counteract the sulfanilamide action on 
bacterial growth. 

Experiments with various single amino acids (Exp. IV, fig. 5) showed 
no such action: glutaminic acid, tyrosine, arginine or cystine did not 

‘show any influence on the action of sulfanilamide on B. coli. When 
streptococci were supplied with some other amino acids analogous results 
were obtained. Only cysteine showed some activity antagonistic to sul- 
fanilamide in this respect. 

It is, however, self evident that any single amino acid could not 
possibly counteract sulfanilamide (even if this substance interfered with 
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amino acid synthesis). As B. coli will want various amino acids for its 
growth, it will in the previous experiments still depend largely on the 
synthesis of other amino acids from NH,Cl. If this were not true each 
of the amino acidsjused in Exp-IV should have markedly accelerated 
growth. From Exp. [Vand Exp. V, fig.6 it is evident that the acceleration 
following the supply of any of the nine amino acids used singly, is small. 
Only by adding various amino acids together a marked acceleration (8) 
is obtained (fig. 6, fig. 7). 

More useful evidence therefore might be obtained if a mixture 
of amino acids could be found (Exp. V, fig. 6), which would accelerate 
growth to such an extent, that one could reasonably expect that syn- 
thesis of amino acids out of NH,Cl was of no further importance. 

In Exp. VI, fig. 7 a mixture of fourteen amino acids was used which 
markedly accelerates growth (compare curve IV with control curve IT), 
that is, as markedly as the acceleration in the presence of Na-pyruvate 
(curve VI). That in this case amino acids synthesis from NH,Cl is no 
more of importance appears by leaving NH,Cl out of the medium (curve 
I). Growth equals in these cases the former (curve IV, VI and I) 3). 

This marked acceleration of growth means in our opinion that the 
mixture of amino acids is fairy optimal and it furnishes an argument 
against the often proposed supposition that amino acids would be 
always desaminated before use. 

Moreover the fact that the-addition of pyruvic acid does not further 
accelerate growth, is in support of our supposition, that the pyruvic acid 
is more important for amino acid synthesis (and transamination) than 
as a hydrogen donator. Otherwise a further acceleration might_be ex- 
pected. 

By supplying our mixture of amino acids the bacteria are saved from 
an importantJoutput of energy in synthesis. As the growth inhibiting 
properties of the drug are not at all affected by the presence (curve V 
and IX) or absence (curve III and VII) of the mixture of amino acids, 
it seems to us that sulfanilamide does not interfere with this synthesis. 
In other words: sulfanilamide does not interfere with the normal synthesis 
of amino acids by B. coli. This does not mean that it could not interfere 
with the synthesis of some s pecial amino acid, which becomes clear 
if one comes to realise what would have happened if p. aminobenzoic 
acid had been included in the mixture! 


‘) In further experiments it could be noted, that NH, assimilation was 
markedly reduced by the addition of amino acids. 
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IV. ExPERIMENTAL PART. 

Exp. I. Influence of sulfanilamide on gelatin hydrolysis by papain and 
on the hydrolytical enzymes of B. pyocyaneus and B. prodi- 
giosum. 

25 ml of a 4 % solution of iso-electrical gelatin, 5 ml citrate-phosphate 
buffer (Mac ILwaInE) pH = 5, 2 ml of a 10 % filtered solution of 
Merck’s Papayotinum 1:100 (eventually saturated with H,S) and 18 ml 
distilled water, or 10 ml 0.5 % sulfanilamide solution and 8 ml water, 
were mixed in sterile glasbulbs of 50 ml capacity and incubated at 37°C. 
By titration with 0.1 N NaOH in alcohol the rate of gelatin hydrolysis 
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Fig. 1. Influence of sulfanilamide on the diges- 
tion of gelatin by papain (alcohol titration). 


was followed during 3 days. The results are given in fig. 1. It is clear 
that 0.1 % sulfanilamide is of no influence. 

A 24 hours culture of B. pyocyaneus in peptone water or infusion broth 
was filtered through a Chamberland filter L5 and saturated with H,S. 
10 ml of this filtrate was used instead of papain in the above mixture 
The results are given in fig. 2. 

With B. prodigiosum the same procedure was followed, only 0.1 % 
cysteine was added instead of H,S. Again hydrolysis with sulfanilamide 
equalled that without sulfanilamide. By“means of our usual technic, 

by counting viable bacteria, it was established, that 0.1 % sulfanilamide 
was actively checking the growth of the strains used. 

It is evident that sulfanilamide does not act on the hydrolytic enzymes 


studied. 
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Fig. 2. Influence of sulfanilamide on the digestion of gelatin by 
filtrates of B. pyocyaneus cultures in peptone water or infusion broth. 


Exp. II. The influence of sulfanilamide on the synthesis of aspartic 
acid by resting B. colt. 
The method of QuasTEt and Woo rF (13) was followed closely. B. cols 
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Fig. 3. Influence of sulfanilamide on the synthesis of aspartic 
acid by resting B. colt. 
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was cultured in tryptic broth during 48 hours, centrifuged in sterile 
tubes, washed with saline and the bacteria from 200 ml of culture me- 
dium resuspended in 20 ml saline. This suspension was aerated during 
an hour and kept in the icebox. A mixture was then prepared containing: 
20 ml M/2 fumarate solution, 10 ml M ammonium chloride, 56 ml M/15 
phosphate buffer pH = 7.4, 5 ml suspension of B. coli, 5 ml distilled 
water or sulfanilamide 0.75 % and 4 ml propylalcohol. 

The mixture was incubated at 37° C. At regular intervals the amount 
of free NH, was estimated in 2 ml samples by destillation with a steam 
current into 0.01 N H,SO, and titration with NaOH from a microburette. 

As described by QuasTEL and Woo rF about 50 % of the NH,Cl is 
used during the experiment (the reaction was somewhat slower in our 
case). With the method of the latter authors the aspartic acid was de- 
tected (crystals of the copper salt o1 aspartic acid, reaction of MouLIN).. 

From fig. 3 it 1s evident that sulfanilamide does not influence the 
synthesis in any degree. 


Exp. III. Influence of pyruvate addition on the growth of B. cols in 
in a synthetic medium. 

The medium consisted of 0.1 % K,HPO,, 0.1% (NH,)2SO,, 0.12 % 
glucose, dissolved in tap water. To 4 ml of this medium 1 ml of a solution 
of Na-pyruvate in the same medium was then added to make final con- 
centrations of 1.0 %, 0.1 % and 0.01 % pyruvate. As a control 5 ml of 
the medium was used. The four media were inoculated with 28 mg (a 
standard drop) of a 24 h. culture of B. coli in Liebig broth, diluted one 
in thousand. During incubation at 37° C. the number of viable bacteria 
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Fig. 4. Influence of Na-pyruvate on the growth rate of B. cols in 
a glucose-(NH,),5O, medium. 


I control, II, III, IV with 0.01, 0.1 and 1 % Na-pyruyate. 
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was determined with our usual technic. The results are plotted in fig. 4. 
The log of count is given as log of the number of viable bacteria per 
drop of 28 mg. To obtain the log of the number of bacteria per ml log 
35 should be added. 

B. coli is growing slowly in the control medium. 0.01 and 0.1 % 
pyruvate bring about a marked acceleration of growth, whilst 1% 
pyruvate is definitely toxic. 


Exp. IV. The influence of single amino acids on the action of sulfanil- 
amide. 

B. coli was cultured in a medium containing 1% K,HPO,, 0.1% 
(NH,),SO,, 0.125 9% Na-pyruvate in tap water. Generally a more con- 
centrated medium was prepared and the substances studied (dissolved 
in tap water) were added to make up the final concentration as described. 

The final concentration for the sulfanilamide was 0.1 %, for the amino 
acids, 0.08 %, except for cystine, which was added as a saturated solution 
so that the final concentration was one fifth of that strength (about 
0.002 %). The number of viable bacteria was determined as usual. It 
is evident (fig. 5) that none of the four amino acids added seriously 
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Fig. 5. Influence of some amino acids on the action of sulfanilamide. 
B. coli, (NH,),SO,4-pyruvate-medium. 


I control, IY with sulfanilamide, III, V, VII, IX controls with cystine, glutaminic acid, 
arginine and tyrosine respectively, IV, VI, VIII, X with sulfanilamide and the same 
amino acids, 


counteracts sulfanilamide action, though for arginine some slight effect 
seems present. 


For streptococci cultured in 1 % glucose infusion broth, no influence 
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was noted for the presence of phenylalanine, tyrosine, arginine and 
neither, though some slight difference seemed to occur, when cystine was 
present. Cysteine however does counteract sulfanilamide-action on strep- 
tococci (6), not its action on B. coli, for which it is slightly toxic. 


Exp. V. Acceleration of the rate of growth of B. coli by various amino 
acids. 
a. The influence of single amino acids on the rate of growth of B. colt. 
To 4 ml of a synthetic medium (containing finally 0.1 % K,HPO,, 
0.01 % (NH,).SO, and 0.12 % glucose (pyruvate being absent)) 1 ml 
of a 0.4 % solution of various amino acids was added, the final amino 
acid concentration thus being 0.08 %. During incubation the number of 
viable bacteria was determined in regular intervals with our usual 
method. The results are (partly) given in fig. 6. Curve I shows the rate 
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Fig. 6. Acceleration of the rate of growth of B. coli by various amino acids. 


curve I growth in the syntheticYmedium, curve II id. with addition of arginine or h{s- 
tidine, between curve II and III lie the growth curves for the basic medium after addition 
of glycine, leucine, tryptophane and tyrosine. With asparagine curve III was obtained. 
This curve also represents the growth in the basic medium with a mixture of glycine, 
alanylglycine, leucine, tyrosine, histidine, tryptophane, arginine and glutaminic acid. 
Curve IV represents the growth in the medium used for curve III after further addition 
of oxyproline. “Between curve III and IV lie the growth curves for the medium used 
in curve II] after further addition of valine or creatine. By adding valine and creatine 
curve V was obtained. Curve V also represents growth in the mixture of the 14 amino 
acids used in Exp. VII, i.e: the thirteen amino acids already named and moreover B-alanine. 
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of growth of B. coli in the original medium. By addition of arginine or 
histidine curve II was obtained. Growth in the presence of asparagine 
is represented by curve III. With leucine, tryptophane, glycine or 
tyrosine curves were obtained between II and ITI. 

b. Search for a mixture of amino acids optimal for the growth of 
B. cols. 

A medium was prepared with K,HPO,, (NH,),SO, and glucose in 
10/7 of the previous concentration. Also a solution of 9 amino acids was 
prepared as follows: 0.4 % solution of glutaminic acid, glycine, alanyl- 
glycine, 1 ml each. 0.4 % solution of arginine, asparagine, tryptophane 
and tyrosine, 0.2 ml each. 0.4 % solution of histidine and leucine, 0.1 ml 
each. 1 ml distilled water was then added to make up the volume to 5 ml. 

To 3.5 ml of the medium 1 ml of the mixed amino acid solution was 
added. With 0.5 ml tapwater this was the final medium. Byjadding in- 
stead of 0.5 ml of tapwater 0.5 ml of 0.4 % solution of serine, valine, 
cysteine, creatine, oxyproline or lysine, the influence of these additional 
amino acids on growth could be studied. Technic as before. Results partly 
again in fig. 6. In the medium with the 9 amino acids combined growth 
was obtained according to curve III (the addition of the 9 amino acids 
thus accelerates growth to the same extent as asparagine did). 

Further addition of amino acids produced an additional growth acce- 
leration: Curve IV was obtained with oxyproline, whilst the curves for 
valine and creatine were in between curve III and IV. With lysine an 
additional acceleration was obtained which is represented by curve V 
(curve V also represents growth in a mixture of 14 amino acids used in 
Exp, VI). With serine and cysteine growth was retarded instead of 
accelerated and fell back from curve III to about curve I. 

We conclude that the addition of amino acids to the original medium 
actively accelerates bacterial growth. The more so if combinations of 
various amino acids are added; some of them on the other hand suppress 
this effect. 


Exp. VI. Influence of an (,,optimal’’) combination of amino acids on 
the action of sulfanilamide. 

In Exp. V it was shown that the used mixture of amino acids was 
nearly optimal. The experiment VI was devised to investigate whether 
in this medium: a. amino acid synthesis from (NH,),SQ, is still of impor- 
tance 1t.e., whether most of the added amino acids are used as such (be 
it as N-source or as catalysts) by the bacteria. 6. sulfanilamide is as 
active with as without the amino acids, thus indicating whether the 
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process of amino acid synthesis is involved in the mechanism of sulfanil- 
amide action. 
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Fig. 7. Influence of an optimal mixture of 14 amino acids on the action 
of sulfanilamide on B. colt, 


curve II. control on (NH,),SO,-glucose medium. III. idem with sulfanilamide. 
curve IV. control with amino acids. V. idem with sulfanilamide. 
curve I; control on a medium without (NH,),SO, but with amino acids. 


curve VI. control on (NH,),SO,pyruvate medium. VII. idem with sulfanilamide. 
curve VIII. the same with amino acids. IX. idem with sulfanilamide. 
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A medium was prepared containing 2 ml 5 % K,HPO,, 10 ml 1% 
(NH,),SO, and 4 ml 3 &% glucose in 60 ml of tapwater. To 3 ml of this 
medium, solutions of sulfanilamide (or tapwater) and the amino acids 
studied (or distilled water) were added to obtain a volume of 5 ml. 

The mixture of amino acids contained per 5 ml: 1 ml of 0.4 % solution 
of glycine, alanylglycine and glutaminic acid, 0.2 ml of 0.4 % solutions 
of arginine, asparagine, lysine, oxyproline, tyrosine, tryptophane and 
valine, and 0.1 ml of 0.4 % solutions of f-alanine, histidine, creatine 
and leucine adding 0.2 ml distilled water to obtain the volume of 5 ml. 
Cysteine and serine were omitted, being slightly toxic. 

As one ml of this mixture was added along with 1 ml of tapwater 
to 3 ml of the medium, the final concentration was 0.016 % for the first 
three, 0.0032 % for the following seven and 0.0016 % for the four last 
mentioned amino acids. 

To show that equal growth was, obtained in this amino acid mixture 
(NH,),SO, being present or not (fig. 7 resp. curve IV and I), a medium 
was prepared, omitting (NH,),SO, and thus containing 2 ml5 % K,HPO, 
and 4 ml 3 % glucose in 80 ml tapwater. To 4 ml of this medium 1 ml 
of the mixture of amino acids was added. 

As it was interesting to know the influence of this amino acid mixture 
on sulfanilamide in our usual Na-pyruvate medium, a third medium was 
prepared containing in 60 ml tapwater 2 ml 5 % K,HPO, 10 ml 1 % 
(NH,),SO, and 2 ml 5 % Na-pyruvate. To 3 ml of this medium 1 ml 
amino acid mixture (or distilled water) and 1 ml sulfanilamide (or tap- 
water) were added, thus obtaining a final volume of 5 ml. 


With the three media, with or without amino acids, with or without 
sulfanilamide, thus nine mixtures were obtained. They were all inoculated 
with one drop ofa culture of B. col in plain broth diluted one in thousand. 
Growth curves were than obtained in our usual way. From fig. 7 it is 
evident that: 

a. In the (NH,),SO,-glucose medium, growth with amino acids is 
much better than without (curves IR and IV). The growth acceleration 
is equal to the acceleration by Na-pyruvate (VI). 

b. The leaving out of (NH,),SO, does not affect the growth rate 
(curve I). 

c. The action of sulfanilamide is independent of the presence or ab- 
sence of amino acids (curves III and V or VII and IX). 


The experiment was repeated several times (with slight variations) 
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with the same result. By extending the period of observation to 96 hours 
it could be noted, that the belated growth (of resistant bacteria?) which 
always is observed in sulfanilamide containing cultures occurred some- 
what earlier in the cultures with amino acids. Though this has a bearing 
on the problem of ,,recovery”’ of sulfanilamide cultures, it seems to us 
to be of no importance for the problem under discussion. 


Summary. 


Studying the action of sulfanilamide on bacterial nitrogen metabolism, 
it was shown that: 

a. Sulfanilamide does not alter the rate of gelatin-hydrolysis by 
papain or by the proteinase of B. pyocyaneum and B. prodigiosum. 

b. Sulfanilamide does not influence the synthesis of aspartic acid 
from fumaric acid and ammonium chloride by resting B. coli. 

c. Addition of single amino acids does not counteract sulfanilamide. 

d. Addition of single amino acids merely accelerates growth slightly; 
a marked acceleration was obtained only by adding various amino 
acids simultaneously. 

e. The addition of such an ,,optimal’’ mixture of amino acids did not 
exert any influence on the action of sulfanilamide on growth. As the 
growth acceleration shows that the bacteria are saved an important 
output of energy in synthesis as a result of the supply of the amino 
acids, we conclude that sulfanilamide action cannot be due to interference 
with the synthesis of amino acids from inorganic nitrogen (fi. NH + 


pyruvate). 


Considering these facts, we expect sulfanilamide to pursuit its action 
on bacterial growth by interfering with protein anabolism, anywhere in 
the synthesis of protein from amino acids. 
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THE SENSITIVENESS OF THE GUINEA PIG AND 
THE RABBIT FOR MYCOBACTERIUM BEKKERII 


by 


J. D. VERLINDE 
(Received October, 7, 1942). 


With the by BEKKER isolated acid fast micro-organism, a descrip- 
tion of which is found in this number of this periodical, a number of 
guinea pigs and rabbits have been inoculated, in order to get an im- 
pression about the pathogenicity of this bacterium. 


1. GUINEA PIG. 

The subcutaneous inoculation does not take a fatal course, but yet 
there originate important changes of the tissues. The intraperitoneal 
inoculation, though, caused the death of 5 out of 10 guinea pigs after 
4—5 weeks. After the subcutaneous as well as after the intraperitoneal 
inoculation typical changes in the liver appear. This organ is, after two 
weeks already, filled with miliary and submiliary, often irregularly 
formed grey-white infiltrations, which are situated mostly intralobularly, 
some of them perilobularly. The forming of such a lesion begins with 
proliferation of the Kupffer cells, after which the liver cells at that 
place are killed, presumably in consequence of pressure-atrophy. A 
fully developed infiltration exists of epithelioid cells, while a rim of 
lymphocytes is found at the periphery (fig. 1). Some lymphocytes may 
also be found spread through the epithelioid cells, where sometimes 
sporadic polymorphonuclear leucocytes are found also. The infiltrations 
may confluate. In the second month after the inoculation, regeneration 
symptoms of the liver cells appear; pseudo-bileducts are developing. The 
healing process is not accompanied by the formation of connective 
tissue. Only along with the disappearing of the perilobular infiltrations 
some growth of connective tissue may be found. The spleen is usually 
swollen in the first month, but does not show any focal deflection. 
In the lungs miliary infiltrations, consisting of epithelioid cells and 
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lymphocytes surrounded by an unspecific pneumonic tissue, are some- 
times found. 

Apart from these changes a swelling of the regionary inguinal lymph- 
gland, which is grown into the skin and into the underlying tissue is 
found after the subcutaneous inoculation at the inner side of the thigh. 
The gland tissue is hard at first and consists of granulation tissue, which 


‘ 


is build up by epithelioid cells, fibroblasts, lymphocytes, polymorpho- 
nuclear leucocytes and sometimes some giant cells of the Langhans type. 
The epithelioid cells are often situated in small groups and are then 
surrounded by lymphocytes and fibroblasts. The leucocytes first unite 
into several small abscesses which soon confluate into one big abscess, 
after which follows a rupture to the outside. A fistula has been formed, 
which closes in the long run, while the abscess cavity gets filled with 
connective tissue. 

After the intraperitoneal inoculation also appears a peritonitis, apart 
from the changes already mentioned. At first it is fibrinous, by which 
the abdominal organs adhere to each other and to the parietal peri- 
toneum. Soon organisation and a strong granulation appears attended 
with formation of connective tissue, by which the adhesions give way 
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to concretions. After a month this granulation tissue, which develops 
particularly strongly, may reach on the spleen a diameter of nearly half 
a centimeter. Mostly ascites is extant at the same time. 


2. RABBIT. 

This species has been succesfully infected by the subcutaneous, 
intravenous, intramuscular, intraperitoneal, intranasal, intratesticular 
and intracerebral mode. Oral infection has failed. The histological fin- 
dings correspond with those found in the guinea pig and are especially 
localized in the liver, independent of the mode of inoculation. In the 
numerous, often: confluated granulomes, through which originates 


Fig. 2. 


the image of a diffuse proliferative hepatitis (fig. 2), many giant cells 
are usually extant. The spleen is mostly swollen. The lungs some- 
times contain pneumonic infiltrations of a character merely slightly 
specific. Apart from these deflections, local caseous processes occur. 
After the intracerebral inoculation no deflections are found in the 
brain, but generalization has appeared. In both species the acid fast: 
bacilli, often phagocyted by the epithelioid cells are found in the 
sections stained by the ZIEHL-NEELSENS method of the changed tissue. 
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The granulation tissue excited by Mycobacterium Bekkerit can hardly 
be distinguished from some forms of tuberculosis found in animals, 
namely the one found in the horse and the tuberculosis in swine 
caused by the avian tubercle bacillus. Especially the histological pic- 
ture of the liver deflections shows a striking resemblance to these forms 
of tuberculosis, while the infiltrates situated separately strongly suggest 
the BESNIER-BoEck-disease, an etiological connection with tuberculosis 
being thought of. 


(Aus dem Laboratorium voor Microbiologie, Wageningen). 


SIND HAUTBILDENDE HEFEN BEFAHIGT ELE- 
MENTAREN STICKSTOFF ZU ASSIMILIEREN? 


von 


MARIE P. LOHNIS 
(Eingegangen am 3. Mai 1943). 


In 1942 ist eine ziemlich ausgedehnte Untersuchung von FREI (2). 
verOffentlicht worden, in der die alte Streitfrage nach der Befahigung 
zur Assimilation des atmospherischen Stickstoffs von Mikroorganismen 
-aufs neue angeschnitten wird. Fiir mehrere hautbildenden Hefen und 
einige Schimmelpilze wird diese Frage vom Verfasser bejahend beant- 
wortet. Diese Untersuchung wurde aufgenommen nach Anilass von 
Angaben von SCHANDERL (6), der eine Zunahme von 16—104 % des 
Stickstoffgehalts der Ausgangslésung fiir Kahmhefen, die wahrend 
mehreren Monaten auf Traubenmost geziichtet worden waren, ver- 
zeichnet. 

FREI findet die gréssten Ertrage an gebundenen atmospharischen 
Stickstoff auf natiirlichen Nahrlésungen und zwar auf verdiinnten 
Traubenmost. Unter mehreren untersuchten Hefearten gaben Pichia 
membranaefaciens und Mycoderma vini die héchsten Ausbeuten. So findet 
FREI bei einer Versuchsdauer von 10 Wochen bei einem Ausgangsgehalt 
des halbverdiinnten Mostes von 277,5 mg N/L fiir Pichia membranaefa- 
ciens einen Mehrertrag von 118,5 mg/L (42,7 % der Ausgangslésung), 
fiir Mycoderma vini 71,5 mg/L (25,8 %). Bei Aenderung der Verdiinnung 
der Nahrlésung entspricht das Mass des Stickstoffgewinns deren 
Stickstoffgehalt. 

“Wenn 400 ccm verdiinnter Traubenmost bei verschiedener Oberflache 
als Nahrlosung benutzt wurde, ergab sich eine gréssere Bindung je 
grésser die Oberflache gewahlt wurde. So wurde fiir Pichia bei einer 
Oberflache von 47,8 cm? nach 10 Wochen ein Mehrertrag von 72,2 mg/L 
(17,8 %) erfasst, bei 105 cm? 97,4 mg/L (24 %). 

In einer gleichartigen Versuchsreihe ergab sich eine verhaltnismassig 
schwache Zunahme nach 26 Tagen; nach 40 Tagen jedoch war der 


134 Marie P. Lohnis,+ 


Mehrertrag bis zu 27,4 % der Ausgangslésung angestiegen. In. der 
Periode der 18—22ten Woche ergab sich noch ein Anstieg von 1 % des 
Ausgangswertes. 

Beim Studium des Ejinflusses der pH-Zahl der Nahrlésung ergaben 
sich Minima der Stickstoffbindung bei pH 3,9 und 7, wahrend die 
optimale Bindung bei pH 8,4 erfolgte. Zwar findet der Verfasser ent- 
sprechend der allgemeinen Erfahrung die beste Anfangsentwicklung 
bei pH 3,9 und bei 8,4 bloss eine sehr langsame. Auf der Dauer gleicht 
sich dieser Unterschied aus im Folge der von den Hefen veranlassten 
Ansauerung der Lésung. In diesen Versuchen entsprach das Mass der 
N-Bindung also nicht die Entwicklungsschnelligkeit der Hefen. 

Um nachzupriifen ob die wahrgenommenen N-Zunahmen vielleicht 
von Stickstoffverbindungen in der Atmosphare veranlasst wurden, ver- 
gleicht er den Gehalt an Stickstoff in Kulturen unter Garaufsatz mit 
konz. Schwefelsaure mit solchen unter Wattebausch. Es liess sich er- 
kennen, dass Saccharomyces cerevisiae unter Luftzutritt 28.4 mg/L 
Stickstotf mehr enthielt als das Gefass mit Garaufsatz, welches einem 
Mehrertrag von 24 mg/L zu verzeichnen gab. Verfasser erértert, dass 
bei einem Luftraum von 100 ccm iiber die 400 ccm Nahridésung etwa 
100 mg N vorhanden sei und dass dieser Wert die obere Grenze fiir die 
Ausbeute an Stickstoff darstelle. Er lasst also die Kohlensidure, die bei 
der eingetretenen Garung unbedingt ein Teil des urspriinglich anwesen- 
den Stickstoffs vertrieben hat, ausser Betracht. In einem weiteren 
Versuch wurde die Oberflache der Lésung grésser gewahlt. Im 2 Liter 
Erlenmeyer Kolben, welcher mit einem Liter Nahrlésung versehen 
worden war, wurde bei Schizosaccharomyces pombe, welche unter den 
untersuchten Hefen den héchsten Mehrertrag erreichte, nach 15 Wochen 
ein Mehrertrag von 124 mg/L (27,2 %) unter Garaufsatz erfasst, oline 
Garaufsatz 10 mg mehr. Bei Jerez Hefe, die unter Garaufsatz ein Gewinn 
an Stickstoff von 92 mg/L. erreichte, ist der Mehrertrag bei freier Luft- 
zutritt 125 mg, also etwa ein drittel héher. 

Sodann wurde mit durch Schwefelsaure gereinigte Luft durchliiftete 
Kulturen mit solchen, die nicht durchliiftet wurden, verglichen. Die 
nicht-durchliiftete Kultur von Waillia anomala ergab nach 7 Wochen 
einen Mehrertrag an N von 9 mg/L, nach 9 Wochen 36,3 und nach 
11 Wochen 61,5; 38,9 % der endgiiltigen N-Zunahme hat also nach 
einer Versuchsdauer von iiber 9 Wochen stattgefunden. Zu gleicher Zeit 
hatte auch Saccharomyces cerevisiae zwischen der 9ten und 11ten Woche 
22,6 % *ihres endgiiltigen Stickstoffs assimiliert. Auch die zeitliche 
Verteilung des Stickstoffgewinns der durchliifteten Kulturen stimmt 
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hiermit iiberein, sei es.auf einer konstant etwas hdheren Stufe. 

Zum Schluss findet Verfasser bei einer Kultur von Endomyces vernalis 
nach 16 Wochen einen Stickstoffgewinn von 67 mg/L und es ergibt sich 
bei Penicillium glaucum nach 12 Wochen ein Mehrertrag von 40,18 mg/L. 


Die von FREI erhaltenen Resultate weichen sehr stark ab von denen 
anderer Untersucher. Was am meisten ins Auge fallt ist die Einhaltung 
der Stickstoffzunahme auch bei sehr langer Versuchsdauer, wenn die 
Nahrlésung fiir wenigstens einige ihrer Bestandteile wohl vollig erschopft 
sein diirfte. Es ist wohl ausgeschlossen, dass die Betrage an ungeniigender 
Empfindlichkeit der Versuchsmethode zuzuschreiben seien: dazu sind 
die direkt gefundenen Unterschiede in den 50 ccm Proben in der Gréssen- 
ordnung von 2—9,2 mg viel zu hoch und ist das Zahlenmaterial der 
ausnahmslos positiven Auskiinfte viel zu gross. 

Es kam mir also vor, dass es sich die Miihe lohnen wiirde die Versuche 
nachzuarbeiten zur Feststellung ob die Auskiinfte sich bestatigen liessen. 

Diejenigen Organismen, welche bei Fre1 die héchsten Auskiinfte 
ergeben hatten, wurden in Studium genommen und zwar: Pichia mem- 
branaefaciens (Hansen) und Mycoderma vini (Desmaziéres) beide von 
dem Centraalbureau voor Schimmelcultures in Baarn erhalten, Schizo- 
saccharomyces pombe und Saccharomyces cerevisiae, letztere isoliert aus 
Presshefe der Nederlandsche Gist- en Spiritusfabriek, Delft. 

Kultiviert wurde auf Traubenmost, der mir liebenswiirdigerweise vom 
Instituut voor Tuinbouwplantenteelt in Wageningen tiberlassen wurde, 
wozu ich hier gerne dank sage. Der Most wurde auf die Halfte verdiinnt. 
Der Stickstoffgehalt schwankte in der verschiedenen Versuchsreihen 
zwischen 156,4—183 mg/L. Der pH der Ausgangslésung war 3,2. Zur 
Bestimmung des Stickstoffs wurde die von FREI angewendete Methode 
genau gefolgt. Vorher sterilisierte Proben von 50 ccm wurden in Kjeldahl- 
Kolben auf dem Wasserbade bis zur Sirupdicke eingedampft. Wurde 
dieses unterlassen, so war die Lésung sehr beschwerlich zu destruieren 
und eine auftretende sehr starke Schaumung kénnte leicht Verluste 
veranlassen. Nachgepriift wurde, ob das eindampfen den endgiiltigen 
N-Gehalt beeintrachtigte. Dies war nicht der Fall. Als Katalysator wurde 
8 g einer Selenmischung, bestehend aus 950 g wasserfrei Na,SO,, 15 g 
kryst. CuSO, und 20 g Selen angewendet und Titrierung des Ammoniaks 
geschah mittels 0,1 N Saure. 

Einige Bestimmungen wurden nach der von ANDERSEN und JENSEN 
(1) abgeanderten Kjeldahlmethode ausgefiihrt. Als Katalysatoren werden 
hier 10 g K,SO,, 1 g kryst. CuSO, und 0,75 g HgSO, zugefigt. 
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Im Anfang wurde in 500 ccm Erlenmeyer Kolben, welche mit 250 ccm 
Traubenmost versehen waren, kultiviert. Obwohl die Hefesuspension 
bevor die Probeentnahme gut durchschiittelt wurde, war die Ueberein- 
stimmung im N-Gehalt der 50 ccm Proben aus einem nahmlichen Kolben 
viel schlechter als dies bei steriler Nahrlésung der Fall war. Die Ver- 
teilung der Hefezellen war also unregelmassig. FREI gibt an, dass dies 
ihm keine Schwierigkeit geboten hat. Ich habe jedoch bevorziigt die 
Organismen in 50 ccm Nahrlésung in 250 ccm Erlenmeyer Kolben zu 
kultivieren, deren Inhalt dann wie gebrauchlich restlos analysiert wurde. 
Ein Unterschied in Suspensionsdichte war dann nicht mehr zu be- 
fiirchten. Der Luftraum iiber der Kdlturfliissigkeit war zwar viel 
grésser als bei der Kulturmethode Frets; dies konnte doch die- Bindung 
atmosphirischen Stickstoffs nicht ungiinstig beeintrachtigen, hat doch 
FREI angegeben, dass die Ausbeute an atmospharischen Stickstoff 
zunimmt bei einer Vergrésserung der freier Oberflache an der Atmos- 
phare. Pichia membranaefactens wurde bei 28°C. angeziichtet, Mycoderma 
vint bei 23°C. eine Temperatur, welche eine schnellere Entwicklung 
zulasst. Die Impfung geschah mittels 3 Tropfen einer Hefesuspension 
in Wasser. Nach 2 Tagen hatte sich eine deutliche Haut entwickelt. 
Etwa 8 Tage spater wurden die Kolben aufgeschiittelt und beobachtet 
ob sich aufs neue eine Haut bildete. War das nicht der Fall, so wurde 
der Zuwachs als erloschen betrachtet. 

In den Tabellen ist als absoluter Unterschied angemerkt derjenige 
zwischen Ausgang- und Schlusswert, als relativer der zwischen den 
Schlusswerten geimpfter und ungeimpfter Lésungen. Ofters ergab sich 
ja ein Stickstoffverlust in den ungeimpften Lésungen. Wenn der relative 
Unterschied dann positiv ausfiel, konnte bei einer Vergleichung der 
Gehalte bloss beim Versuchsabschluss eine Bindung von den geimpften 
Kulturen vorgetauscht werden. Eine derartige ,,Scheinbildung” ist dann 
tatsachlich nur auf einen niedrigeren Verlust zuriickzufiihren. Nur die 
absoluten Unterschiede diirfen als beweisend gelten. 

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse von 2 Versuchsreihen angezeichnet 
worden. 


In Versuch 1, wo das Wachstum in etwa 10 Tagen erloschen war, 
wurden in Anschluss mit der Versuchseinrichtung FREis die Kolben 
langere Zeit aufbewahrt bevor der Stickstoffgehalt bestimmt wurde. 
Es ergab sich dass der N-Gehalt der ungeimpften Nahrlésung zuriick- 
gegangen war; in den Hefekulturen jedoch war das in noch viel starkerem 
Masse der Fall. Absolut und relativ ergaben sich hier ansehnliche Stick- 
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Tabelle 1 
wvwVWXWX<3O3UO 
Behandlung der Na&hr- i 
&§ r Mittel Unterschied 


5 mg N in 50 ccm SaaS Ee eeeereraed 
lésung | Absolut] Relativ 


Versuch 1. Ausgangswert der Nahrlésung 156,4 mg N/L. 


Ausgangswert 7,74 7,74 7,74 8,06 7,82 

Nach 41 Tagen 28°C. 

Ungeimpft 6,66 6,97 6,81 —1,01 

Pichia membranaefaciens | 4,8 4,8 4,73 4,78 —3,04 | —2,03 

Nach 37 Tagen 23°C. 

Ungeimpft TORS PR | i ee! —0,08 

Mycoderma vini lo a yap ei 5,11 —2,71 | —2,63 
Versuch 2. Ausgangswert der Nahrlésung 162 mg N/L. 

Ausgangswert 7,84 7,98 8,12 8,12 8,01 

Nach 10 Tagen 28°C, 

Ungeimpft 6,86 7,56 7,98 7,47 —0,54 ; 

Pichia membranaefaciens | 7,56 7,28 7,21 7,77 7,43 -——0,58 | —0,04 

Nach 10 Tagen 22°C. 

Ungeimpft 7,84 7,28 7,58 | —0,45 

Mycoderma vint .7,77 7,98 7,98 7,98 7,94 |—0,07 }—0,38 


stoffverluste. In spateren Versuchen hat sich das nie wieder in so starkem 
Masse gezeigt. Die zuerst erhaltene Mostmenge war direkt aus dem 
Aufbewahrungsgefass bevor der Sterelisation bezogen. In spateren 
Versuchen war der Most schon durch Seitz Filter in Flaschen gezogen 
worden. Es ist mir unbekannt ob der Unterschied in Ertragen hiermit 
zusammenhangen konnte. 

Nachdem im Versuch 1 auch nach langerem Aufbewaren sich keine 
Stickstoffbindung gezeigt hatte, wurde in spateren Versuchsreihen der 
Stickstoff direkt nachdem die Entwicklung als erloschen betrachtet war, 
bestimmt. Es kam mir doch vor, dass eine N-Bindung nicht zu erwarten 
sei nach der Beendigung des Hefezuwachses. 

In Versuchsreihe 2 hat. sich nie einige Bindung ergeben. Nur kleine 
Verluste der Nahrlésung haben sich gezeigt. 

In einer dritten Versuchsreihe wurden die Erlenmeyer Kolben mit 
durch Sdure und Alkali gereinigter Luft durchliiftet. Dazu wurden 3 
geimpfte und 3 ungeimpfte Kolben wechselweise nach einander ge- 
schaltet. Einmal taglich wurden 10 Liter gereinigte Luft durchgesaugt. 
Daneben wurden Erlenmeyer, die dem Einfluss der umgebenden Atmos- 
phare ausgesetzt waren, aufgestellt. In Tabelle 2 sind die Ergebnisse 


eingetragen worden. 
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Tabelle 2 
Versuch 3, Ausgangswert der Nahrlésung 183 mg N/L. 


Behandlung der Nahr- Unterschied 
lésung Absotut| Relativ 


Ausgangswert | 9,1 9,1 9,24 | 9,15 | | 


Frei an der atmospharischen Luft. 


mg N in 50 ccm Mittel 


Nach 9 Tagen 28°C. 


Ungeimpft 91 8,96 9,03 —0,12 

Pichia membranaefaciens | 8,96 9,03 9,1 9,03 —0,12 

Nach 13 Tagen 23°C. fae 

Ungeimpft 9,38 9,8 9,59 +0,44 
Mycoderma vint 8,96 8,96 8,96 8,96 —0,19 | +0,23 


Mit gereinigter Luft durchliiftet. 


Nach 9 Tagen 28°C, 


Ungeimpft Gila Ook | —0,14 

Pichia membranaefaciens | 8,82 8,82 9,1 8,91 —0,24 | —0,19 
Nach 13 Tagen 23°C. 

Ungeimpft 91°91 9,94 9,38 +0,23 
Mycoderma vini 91 882 826 8,73 —0, 42°] —0'65 


Irgend ein Einfluss der Absperrung etwaiger Stickstoffverbindungen 
in der Atmosphare lasst sich hieraus nicht entnehmen. Eine Stickstoff- 
bindung hat nicht stattgefunden. 

Zum Schluss wurde versucht die sehr hohen Mehrertrage an Stickstoff, 
die FREI in von Garausatzen versehenen Gefassen angibt, zu erfassen. 
2 L Erlenmeyer Kolben wurden mit 1 L verdiinnten Most versehen. 
Als, Garverschluss wurden zweimal durchlécherte Korken, welche von 
einem Kapillar mit Quetschhahn und von einer umgebogenen Rohre mit 
konz. H,SO, versehen waren, verwendet. Mittels der Kapillare konnten 
Gasproben dem itiber der Lésung anwesenden Gasgemisch entnommen 
worden. Zum Versuch wurden beide Hefearten; die bei FREI die héchsten 
Mehrertrage gegeben hatten, verwendet, n.l. Schizosaccharomyces pombe 
und Saccharomyces cerevisiae. Mit jenen Hefen wurde je ein Kolben 
geimpft. In einen ungeimpften Kolben wurde Kohlensaure hineingeleitet, 
so dass die atmospharische Luft fast restlos vertrieben wurde. Es war ja 
zu erwarten, dass die von den Hefen beim Luftabschluss entwickelte 
Kohlensaure die Luft iiber die Nahrungsfliissigkeit wenigstens zum Teil 
vertreiben wiirde. In dieser Weise waren die geimpften und ungeimpften 
Nahrlésungen gleichen Verhaltnissen ausgesetzt. Es war beabsichtet 
worden einen ungeimpften Kolben nur mit Wattebausch versehen als 
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weitere Blanco Kontrolle fungieren zu lassen. Da jedoch bei der Gas- 
probeentnahme nach 18 tagigen Kultur von Saccharomyces cerevisiae 
ungliicklicherweise ein Tropfen der konz. Schwefelsaure in die Fliissigkeit 
hineingeraten war und dieser Kolben folglich keine weitere Ziichtung 
zuliess, wurde jener urspriinglicher Blanco mit Garaufsatz versehen und 
nachtraglich mit Saccharomyces cerevisiae geimpft und statt der mis- 
lungenen Kultur im Versuch 4 aufgenommen. 

Die Kolben wurden bei 23°C. aufgestellt. Nach 2 Tagen war bei 
Saccharomyces cerevisiae Garung eingetreten; nach 9 Tagen waren keine 
weitere Garungsblasen warzunehmen. Schizosaccharomyces pombe war 
nach 3 Tagen deutlich in Garung geraten; nach 10 Tagen war die Gas- 
entwicklung beendet. Entsprechend der Versuchsweise von FREI wurden 
die Kolben nach der Beendigung der Garung noch langere Zeit auf- 
bewahrt. Am 56. Tage nach der Impfung wurde die Analyse der Kultur 
von Schizosaccharomyces pombe unternommen und am 36. die von 
Saccharomyces cerevisiae. Der Luftraum tiber der Kultur von S. cerevisiae 
enthielt am Schluss des Versuches 67,8 % CO,, der iiber Schizosaccharo- 
myces pombe 12,9 %. 


Tabelle 3 
Versuch 4. Ausgangswert der Nahrlésung 183 mg N/L. 


Behandlung der Nahr- Unterschied 


mg. N in 50 ccm Mitte] |——————_——___ 
losung Absolut|Relativ 
Ausgangswert O UO 9 24 9,15 
Nach 56 Tagen 23°C. 
Ungeimpft unter CO, 8,54 8,54 8,47 8,52 | —0,63 
Schizosaccharomyces ‘ 
pombe 9,24 938 9,38 9,1 9,27 +0,12 |. +0,75 
Nach 18 Tagen 238°C. 
Saccharomyces cerevisiae 8,96 9,03 9,03 9,01 —0,14 
Nach 36 Tagen 23°C. 
Saccharomyces cerevisiae 91 9,1 9,1 8,94 9,08 —0,07 |. +0,56 


a SS ET SE 


Tabelle 3 enthalt die Stickstoffertrage. Wieder ist hier keine Stickstoff- 
bindung zu erkennen. Wohl hat die ungeimpfte Lésung etwas Stickstoff 
verloren. Der absolute Mehrertrag von 0,12 mg N (2,4 mg N/L) bei 
Schizosaccharomyces pombe ist ja kaum als Bindung zu deuten, um so 
mehr als die Uebereinstimmung der individuellen Proben weniger genau 
ist als bei Saccharomyces cerevisiae. Die Suspensionsdichte der Hefezellen 
war augenscheinlich weniger regelmassig. Die von mir erhaltenen Ertrage 
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an Stickstoff bleiben wohl sehr weit zuriick hinter den bestandigen 
Mehrertragen von etwa 124 mg/L, die von FREI erfasst wurden. 


Besprechung der Resultate. 


Es ist mir also nicht gelungen,-die an sich sehr tiberrasschenden 
Resultate von FREI zu bestatigen. Ebensowenig jedoch habe ich ent- 
decken kénnen, worauf dieser Unterschied in den erhaltenen Resultaten 
zuriickzufihren sei. 

Anfanglich habe ich gemeint, eine gleichartige Fehlerquelle wie diese 
friiher beim Studium etwaiger N-Bindung von Bactertum radictcola von 
mir aufgefunden wurde (4) kénne die Ursache sein. Da war der Unter- 
schied in erhaltenen Resultaten darauf zuriickzufiihren, dass vielmals 
bloss beim Versuchsabbruch der N-Gehalt des ungeimpften Nahrmediums 
bestimmt worden war. Wenn dieses aus einem organischen Extrakt mit 
hohem Gehalt an Stickstoff bestand, hatte sich ergeben, dass wahrend 
der Versuchsdauer der N-Gehalt zuriickzugehen pflegte. Aus dem 
geimpften Medium wurde solch eine leichtfliichtige Stickstoffverbindung 
von den Bakterien aufgenommen und dieses entsprach dann einen 
hoheren Ertrag an Stickstoff beim Abschluss im ungeimpften Medium. 
Es ist deutlich, dass in einem solchen Falle nur eine. Scheinbildung statt- 
gefunden hatte, welche mit der Ueppigkeit des Bakterienwachstums 
zusammenhing. Jene Deutung, wodurch eine statige Streitfrage fir 
Bacteritum-radicicola gelost wurde, konnte spater von CLARK (2) erhartet 
werden. Aus der Arbeit von FREI ist aber zu entnehmen, dass er seine 
ungeimpfte Kontrolle wohl immer am Anfang analysiert hat. Bei ihm 
ist also der ,,absolute Unterschied’’, der nur als endgiiltig zu betrachten 
ist, angegeben worden. Den ,,relativen Unterschieden”’, welche von mir 
zugleich verzeichnet worden sind, ist immerhin auch nur zuweilen eine 
zwar niedrige ,,Scheinbildung” zu entnehmen; fiir Mycoderma vini 7,6 
und 4,6 mg N/L, fiir Schizosaccharomyces pombe 15 mg/L und fiir Saccha- 
romyces cerevisiae 11,2 mg/L. Auch diese Werte bleiben weit entfernt 
von den hohen Mehrertragen, schwankend zwischen 40—184 mg/L von 
FREI erfasst. 

Eine andere Lésung des Ratsels ware dann noch in der bei der Stick- 
stoffbestimmung gefolgten Methode zu suchen. Von Vita (9) ist an- 
gegeben worden, dass keimende Erbsensamen im Stande seien atmos- 
pharischen Stickstoff, sei es.in schwachem Masse, zu binden. Dies konnte 
von einigen Forschérn bestatigt worden, von anderen nicht. Ein Ueber- 
sicht dieser Frage ist in 1937 von Vita (10) gegeben worden. SMYTH 
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und Witson (7) kénnen zwar die Zunahme an Stickstoff bestatigen, die 
Deutung der Erscheinung wird von ihnen aber gesucht in der Unzulang- 
lichkeit:: der _Kjeldahlmethode, um alle ringférmige N-Verbindungen zu 
erfassen. Bei der Keimung entétiinden dann neue Verbindungen, die 
wohl. zu erfassen waren. Hier liegt also ,,Scheinbildung” vor. Der Gegen- 
satz ist schliesslich restlos von OLSEN aufgeklart worden (5). Wenn der 
Stickstoff mittels einer Kjeldahlmethode, modifiziert von ANDERSEN 
und NORMAN JENSEN (1), welche befahigt ist zur restlosen Erfassung 
von N-Verbindungen, bestimmt wurde, war der Unterschied im Gehalt 
ungekeimter und gekeimter Erbsen verschwunden. 

_ Bevor Aufstellung der Versuchsreihe 4 habe ich demnach untersucht, 
ob ein Unterschied in Ausbeute an Stickstoff zwischen Bestimmung 
mittels der gewohnlichen Kjeldahlmethode und der nach ANDERSEN 
und JENSEN’s abgednderten zu erkennen ware. Der Tabelle 4 ist zu 
entnehmen, dass dies nicht der Fall war: beim gebrauchten Traubenmost 
liegt ein solcher Unterschied nicht vor und Aenderung der Kjeldahl- 
methode schafft hier keine mehrere Klarheit. 


Tabelle 4 
mg N in 50 ccm 
KjeldahImethode Versuchsreihe Versuchsreihe 
A B 
Mit Selenmischung 1 9,03 9,1 
” o 9,03 91 
Abgeandert nach ANDERSEN 8,86 9,1 
— 8,94 


” ” ” 


Schliesslich habe ich versucht zur weiteren Vergleichung den Stickstoff 
mittels der Mikromethode von TER MEULEN (8) zu bestimmen. Diese 
Methode erlaubt eine Genauigkeit von 1 y» N. Schwierigkeit bei der 
Bestimmung lag darin, dass der Most mit SO, behandelt worden war 
und folglich Schwefel enthielt. Die Methode TER MEULENs ist zwar fir 
Schwefel enthaltende Stoffe brauchbar, aber der Katalysator, fein ver- 
teiltes Nickel, soll dann vor jeder Bestimmung erneuert werden. Zwei 
Bestimmungen an steriler Nahrldésung ausgefiihrt gaben Ertrage welche 
mit Kjeldahlbestimmungen iibereinstimmten. Da hatte es keinen 
weiteren Zweck, diese fiir den gerade vorliegenden Fall beschwerliche 
Methode anzuwenden. . 

Das meiste Bedenken erwecken m.E. die Zahlen von FREI durch die 
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Tatsache, dass die Bestimmungen nach so langer Versuchsdauer gemacht 
worden sind und dass eben in deren Schlussperioden noch sehr ansehn- 
liche Mehrertrage erreicht wurden in gleichzeitig aufgestellten Kulturen. 
Die Moglichkeit dass doch N-Verbindungen aus der Umgebung in der 
Lésung hineingelangt seien, obschon an sich wenig wahrscheinlich, 
scheint mir doch nicht tiberaus ausgeschlossen. 

Zur endgiiltigen Feststellung, dass die von FREI studierten Hefen 
und Schimmelpilzen zur Bindung des atmospharischen Stickstoffs be- 
fahigt sind, scheint mir eine Bestatigung dieser Tatsache auch von 
anderen Forschern gebracht, notwendig. 


Zusammenfassung. 


Eine Bestatigung der von FREI angegebenen Befahigung zur Bindung 
des atmospharischen Stickstoffs von hautbildenden Hefen konnte nicht 


gebracht werden. 
Eine Deutung dieses Gegensatzes wurde nicht gefunden. 
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In order to ascertain a faecal pollution of water routine tests are in 
use for the detection of three important obligate intestinal inhabitants, 
viz., Bacterium coli (Escherich), the:streptococci and Bacillus enteritidis 
(Klein). In the various countries the testing for B. enteritidis sporogenes 
is rarely carried out, whilst. the streptococci method is adopted by 
several hygienists such as HousTON (25), CLEMESHA (6), DE GRAAFF (19) 
and FOLpMERs (14). 

Most of the investigators are of opinion that the presence of B. coli 
in small quantities of water indicates a pollution with human stools. 
The American water analysts look for B. coli as such, whilst in England, 
France and the Netherlands its property to ferment is used as an in- 
dicator. If B. coli is detected in the examined water in the U.S.A., it 
will further be ascertained whether or not it is of faecal origin (2). In 
England the method of Mac ConkeEy (29) is followed, in France that 
of VINCENT (36), in Germany CHRISTIAN (5) and NEUMANN (31) apply 
the E1jKMAN method; in the Netherlands the latter is usual, whilst in 
Netherlands East India this method is in use along with the method of 
CLEMESHA. 

In 1904 the dutch investigator E1JKMAN (10) introduced his method 
after it had been ascertained that polluted water, such as was derived 
from canals and sewages, always fermented glucose at 46° C., whilst 
this was not the case for tap water such as it was supplied by several 
city water works. Up till 1932 the E1jkman method met with much 
criticism, a.o. from VINCENT(36), KoninG(26), KRusE(27), DE WAAL(39), 
FEDEROLF (11), GARTNER (16), FRoMME (15), HEHEWERTH (22), No- 
WACK (32), BRown and SKINNER (4); on the other hand investigators 
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such as CHRISTIAN (5), FLu (13) and DE GRAAFF (20) judge it favourably 
and during the last 10 years its value, at least in the Netherlands and 
Netherlands East India, is generally acknowledged. In the latest manual, 
published by the commission DE GRAAFF ,, Voorsshriften voor de bacte- 
riologische keuring van drinkwater’’ (38), this method is also taken up. 

A further method for detecting B. coli is the method of CLEMESHA (6); 
which is followed very frequently in British India and Netherlands East 
India. By means of this method, in which its faculty to ferment glucose 
and lactose at 37° C. is put to use, the time elapsed since the occurrence 
of the pollution can be estimated. 

Soon after the discovery of the bacteriophage by p’HERELLE (24) in 
1916 Dumas (9) detected in the stools of 5 out of 8 healthy persons the 
occurrence of bacteriophage against B.coli and B. dysenteriae Shiga. 
Later on many investigators such as DEBRE and HaGEnav (8), in 1920, 
BECKERICH and HaupuRoy (3) in 1922, Da Costa Cruz and Toma- 
SELLI (7) in 1923 traced them as well in the faeces of healthy persons 
bacteriophage, and more especially the Shiga-bacteriophage. 

In 1926 pD’HERELLE (23) examined several samples of faeces and in 
1941 GILDEMEISTER and AHLFELD (18) examined the stools of healthy. 
as well as of sick persons as to the oceurrence of Shiga- or other bacte- 
riophages. The Russian investigators SARTORIUS, KRISTEN, KRESTOVNI- 
KOVA, FEEMSTER and RuckowskI (cf. (18)) made extensive examinations 
of stools as to the occurrence of dysenterie bacteriophage. The results 
arrived at by the various scientists diverge widely: p’HERELLE could 
trace the Shiga-bacteriophage in 17 % of the cases examined, Dumas 
in 62 %, ToMASELLI in 100 % and GILDEMEISTER merely in 1 %. 

In view of this discrepancy in results I undertook a similar investi- 
gation. So I examined stools of 64 healthy and sick persons from 
various nationality and both sexes, grown-ups as well as children. The 
testing for bacteriophage has been carried out by means of 4 laboratory 
Shiga-strains. In 44 cases, so in 68 %, the Shiga bacteriophage could be 
detected. So according to the results of some investigators as well as my 
own in a large percentage of human stools the Shiga bacteriophage 
appears to occur (1). : 

Already before the discovery of the bacteriophage HANKIN (21) stated 
jn 1896, that the water from the rivers Jumna and Ganges had bacteri- 
cidical properties especially against: Vibrio cholerae and in 1914—1918 
ELIova noted the same phenomenon in Koura water. Afterwards many 
investigators such as ZDANSKyY (40) in 1924, NAKASHIMA (30) in 1925, 
Lioyp ARNOLD (28) in 1925, FERRETI (12) in 1926, GILDEMEISTER and 
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WaTANABE (17) in 1931 etc. examined surface water, derived from 
various rivers, canals, lakes and harbours as to the occurrence of bac! 
teriophage, the behaviour of the latter and its action on self-purification. 

As a direct demonstration of bacteriophage in water is difficult 
NYBERG (33) introduced in 1931 an enrichment method, which allows 
the detection of B. coli in even minute quantities of water. For this 
purpose he inoculated broth at pH 7.6 with the bacterium the phage of 
which he was looking for and mixed it with a sample of the material 
to be tested. After an incubation of 24 hours at 37° C. the mixture was 
filtered through a bacterial filter; some-drops of the filtrate were supplied 
to a tube with broth, which had been inoculated with the 24 hours bac- 
‘terial culture, and incubated at 37°C. Later on it appeared to be prefer- 
able not to look for some single bacteriophage, but for more phages 
simultaneously. Together with ForssMAN, NYBERG (34) examined’ in 
1933 several waters as to the presence of coli-, Shiga-, typhoid- and other 
bacteriophages. 

SCHLOSZMANN (35) in 1931, von VAGEDES (37) in 1932 and GILDE- 
MEISTER (18) in 1941 applied the NyBERc enrichment method and they 
all declared the bacteriophage method as suitable for the practice of 
hygienic water control. When the suitability for this purpose of the 
Shiga bacteriophage was compared with B. coli bacteriophage. they 
arrived, however, at different conclusions. 

Though the bacteriophage method already some 10 years ago has 
been deemed suitable, up till now it has not been applied for practical use. 

In normal stools coli bacteriophage occurs in larger quantities than 
Shiga bacteriophage. According to several investigators, however, water 
poor in bacteriophage contains chiefly or solely dysenterie bacteriophage 
and mainly the one against Shiga bacteria. Moreover B. colz is less suitable 
than B. Shiga for estimating the bacteriolytical action of liquids; besides 
the coli phage varies in its action against various strains of B. coli; one 
strain may be lysed strongly, another merely slightly. So it seems to me 
that in water control for faecal pollution by means of bacteriophage 
dysenterie strains and more especially Shiga are the most suitable. 

_ During some months I made comparative water analyses by means of 

the methods of E1JKMAN, CLEMESHA and the Shiga bacteriophage method. 
In this way I have examined various samples; tap water, water derived 
from canals, rivers, Norton-wells as well as from the city water works 
in Rotterdam were examined. Next to this I studied the self-purification 
of water from canals at Leiden, applying the same three methods. 

For small quantities of water a dilute E1JKMAN solution containing 
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1 % glucose, 1 % peptone Witte and 0.5 % NaCl was uséd; for larger 
quantities the concentrated (tenfold) E1JKMAN solution was applied. In 
the CLEMESHA test the same solution was applied, whilst for the detection 
of bacteriophage the usual nutrient broth at pH 7.6 was used. The en- 
richment of bacteriophage has been carried out by means of 4 different 
Shiga strains. In testing the action of bacteriophage I applied the broth 
method of APPELMANS-BERGSTRANDS. The suspensions have been filtered 
through Chamberland candles L 3. 

I examined 6 different tap waters from various cities, 9 canals and 
1 river surely polluted with stools and 24 Norton wells; I did not know 
beforehand, whether the latter were polluted or not. 

It appeared, that in 6 samples of tap water amounts up till 100 cc did 
not contain either B. coli or Shiga bacteriophage, whilst in any of the 
10 polluted water samples I got positive results with the E1jKMAN and 
CLEMESHA test as well as with the Shiga bacteriophageymethod, even 
in small amounts (Table 1). 


This table shows, that the Shiga bacteriopnage test, though slightly 
less sensitive than the E1JKMAN test, is sensitive enough for indicating 
a faecal pollution of surface water. 

By means of the CLEMESHA test we can see, that the pollution of all 
the waters is of very recent date (the lactose titre is as high as the glucose 
titre). 

The examination of the NoRTON well waters furnished the following 
results (Table 2). 

In one case (no. 1) I found B. cols as well as Shiga bacteriophage in 
very high dilution; in a further case (no. 3) the E1j)KMAN-, CLEMESHA- 
and Shiga phage tests gave positive results in quantities respectively of 
5 cc, 1 cc and 25 cc. The other waters were free from thermotolerant 
B. coli as well as from Shiga bacteriophage in amounts below 100 cc. 
Thus out of the 25 examined wells 2 were polluted and 23 were not. 

I tested samples in the city water works of Rotterdam in various stages 
of purification and in different seasons (from November 26th 1941 till 
February 23rd 1942). The water samples had been taken out of the 
river Nieuwe Maas at high and low .tide, out of the basins, after the 
water had passed either the Paterson-filters or the slow sand filters and 
after its chloration. 

When we summarize the results of these experiments we state that: 
1) for the examination of the raw river water the Shiga bacteriophage 

method is as sensitive as the methods of E1JKMAN and of CLEMESHA, 
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2) for the examination of purified and chlorated water the three methods 
are all equally reliable, 

3) in the phases of purification after passing the basins and after having 
been through the Paterson-filters the Shiga bacteriophage method 
is as sensitive or even more so than the other two methods, 

4) at the end of the winter, when the slow sand filters begin to function 
weakly, we find in the filtered water the Shiga bacteriophage sooner 
than B. coli. 

For the experiments on the self-purification I took water samples from 
several canals of Leiden, which were stored in 8 L bottles in the labo- 
ratory room in day light at 14°—20° C. These waters have been examined 
by means of the 3 methods mentioned above, directly after they had 
been drawn and subsequently once weekly; 6 experiments have been 
carried out, the results of which are as follows: 

Whilst the E1jKMAN-, CLEMESHA- and Shiga bacteriophage tests 
applied to fresh samples of water gave about the same results, after 
some period of storage the Shiga bacteriophage disappeared sooner than 
B. colt. 

We can thus draw the conclusion that the Shiga bacteriophage acts 
but slightly on the self-purification of surface waters. 


Summary and conclusions. 


In an important percentage of stools of healthy persons Shiga bacterio- 
phage occurs. 

The Shiga bacteriophage occurs during some lapse of time in water 
which has been polluted by human faeces. The Shiga bacteriophage 
could be ascertained in water. by means of the enrichment method of 
NYBERG. 

The Shiga bacteriophage method for indicating the pollution of 
strongly polluted water is as sensitive or sometimes less so than the 
methods of EIJKMAN and of CLEMESHA. 

For the examination of water in several stages of purification in water 
works the Shiga bacteriophage method is as sensitive or even more so 
than the other methods. 

The Shiga bacteriophage does not act strongly in the self-purification 
of polluted water. 

The Shiga bacteriophage may be used as indicator for a faecal pollution 
of water and this method may be applied along with the other bacterio- 
logical methods in water control. It may be advantageous to study more 
closely its limits and its benefits in the practice of water control 
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ABSTRACTS 


G. VAN DER MEER en S. L. BruG, Pneumocystis, als parasiet 
bij den mensch (Pneumocystis, a parasite of man). Nederl. 
Tijdschrift voor Geneeskunde 86, 2066, 1942. 


The search for plasmodia in a three months old child, who died from 
malaria, revealed in the smears of the lungs the presence of a con- 
siderable number of Pneumocystis. In the smears coloured with K1EwIT 
DE JONGE’s stain several cysts of 5—7 diameter with 8 elements 
within could be demonstrated. Also unripe cysts with 4, 2 and 1 nuclei 
were found. All these forms did not differ from Pneumocystis carints 
as found in many animal species. Besides these classical cysts the 
writers describe other structures which they consider to belong to the 
lifecycle of the parasite: 1. in the smears there were groups:of nuclei, 
each with a more or less ill defined protoplasm, the whole often together 
with a number of cysts embedded in a pale rose matrix; 2. corresponding 
with these groups honeycomb-like structures were found in sections 
of the lungs, each combcell containing a small mass of protoplasm with 
a minute nucleus. 

Smears of the lungs of 78 postmortems were thoroughly examined. 
Only once a similar cyst was found, but this was an unmistakable one. 
In the lungs of rats and mice, both wild and tame, and in one guinea- 
pig out of 14 the same cysts were found and also the honeycomb-like 
structures. 

As to the systematic position of the parasite the authors ‘consider 
it to be uncertain. They are convinced however that it is not a coc- 
cidium. Asia. 


H. A. DibbeNs und J. Lopprr, Die Hefesammlung des 
»Centraalbureau voor Schimmelcultures’, Beitrage zu einer 
Monographie der Hefearten, II Teil, Die anakosporogenen 
Hefen, zweite Halfte. N.V. Noord-Hollandsche Uitgevers 
Maatschappij, Amsterdam, 1942. 


This book is the second part of the second volume of the monograph 
Die Hefesammlung des ,,Centraalbureau voor Schimmelcultures”’. 

The first volume of this monograph ,,Die sporogenen Hefen’’ by 
N. M. STELLING-DEKKER appeared in 1931 and in 1934 the first part 
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of the second volume ,,Die anaskosporogenen Hefen, erste Hilfte’’ 
by J. LopDDER was published. 

,,Die anaskosporogenen Hefen, zweite Halfte” gives the classification 
of the Mycotoruloideae, the second subfamily of the Torulopsidaceae. 

Die Mycotoruloideae are characterized by the ability to form pseudo- 
mycelium (in some cases also true septate mycelium) on which the 
blastospores generally are produced in a typical manner. Chlamy- 
dospores and arthrospores may be present. 

In the first chapters the authors give: a general review of. the sub- 
division of the Mycotoruloideae accepted by other workers in this field, 
a discussion of the systematic position of the Mycotoruloideae within 
the Fungi imperfecti, the definition of the genera of the Mycotoruloideae 
accepted by themselves, and, a discussion of the dissociation phenomena 
in the Mycotoruloideae in relation to their significance for the taxonomy. 

The investigation was extended to 384 strains, isolated from human 
and animal pathogenic material as well as from saprophytic material. 
Of almost all these strains one-cell-cultures were made with the aid 
of the JANSE-PETERFI!’s simplified micromanipulator. The methods 
used for the investigation are principally the same as those used by 
N. M. STELLING-DEKKER for the sporogenous yeasts and by J. LoDDER 
for the Rhodotorulaceae and the Torulopsidoideae. The growth in litmus- 
milk was also investigated as this property is frequently mentioned in 
the publication on yeasts of medical mycologists. In some cases the 
ability to decompose fats was tested. 

For the sake of clearness the arrangement in the systematic part 
followed by N. M. STELLING-DEKKER and J. LODDER was not adopted. 
In chapter VI the principles of the procedure used are outlined. 

Based on the evidence obtained the authors divide the M ycotoruloideae 
in 3 genera: Candida, Brettanomvyces and Trichosporon. 

The genus Candida is characterized by round, oval or elongated cells 
and by the lack of the ability to produce arthrospores. The greater part 
of the cultures viz., 288 strains appeared to belong to this genus. 25 
species and 8 varieties were accepted, of wich 6 are new species (C. ca- 
tenulata, C. japonica, C. Melinit, C. robusta, C. Scotin, C. tenuis) and 4 
new varieties (C. Guilliermondii var. nitraphila, C. heveanensis var. 
curvata, C. pelliculosa var. cylindrica, C. tropicalis var. Rhagw). The 
large variability of most strains and the transition stadia between them 
made it necessary to give wide limits to the species.and varieties. Of 
each species the synonyms, the original description and further literature 
are given. This is followed by a list of the strains, which, according to 
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the evidence obtained belong to the species. The strains are all described 
separately. Their origin, an extended critical discussion of the original 
description and further literature are given. 

The genus Brettanomyces possesses ogivally pointed, besides round 
to oval or elongated cells. The pronounced acid production causes a 
rapid die-off of the cultures. The pseudomycelium is generally very 
weakly developed. Arthrospores are absent. This genus contains only 
4 species and 2 varieties. The treatment of this genus is based on data 
obtained from the publication of Custers (M. Tu. J. CusTERS, Onder- 
zoekingen over het gistgeslacht Brettanomyces. Diss. Delft, 1940). 

The genus Trichosporon is characterized by the production of blasto- 
spores and arthrospores. True mycelium as well as pseudomycelium 
is present. It forms an intermediate genus between Candida and Geo- 
trichum. The relation between the number of arthrospores and blasto- 
spores may, even in the same strain, be very variable. The authors 
divide the genus Trichosporon in 6 species and 1 variety. Descriptions 
are given of the new species Trichosporon capitatum and Trichosporon 
fermentans. 

Of each genus a key is given by means of which the species may 
easily be determined. 

In the last chapter the distribution of the Mycotoruloideae is dis- 
cussed. Finally latin diagnoses of the three genera accepted and of the 
new species and varieties are given. 

The work is especially of great importance in that clarity and unity 
has been established in the taxonomy of a group in which chaotic and 
scattered literature has brought confusion. 

The book is clearly written; the contents, well arranged and fully 
documented. It is indispensable for every investigator in this field of 
study. EaH, 


F. C. BEpAux, De schimmelproef als maatstaf voor de be- 
oordeeling van voedings- en genotmiddelen in het algemeen 
en voor den verschheidstoestand van paprika in het bijzonder. 
Voeding 4, 96, 1942. 


La désapprobation de la farine, du cacao et des épices d’aprés la 
méthode pour considérer la stabilité contre moisissure des Services de 
révision des marchandises est critiquée et les recherches antérieures 
hollandaises (IMHOFF, MOL) sont discutées. 

La valeur microbiologique de l’expériment mentionné renferme la 
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possibilité de prédire la putréfaction en storage. La méthode ,,amé- 
liorée”’, proposée par Mor (transmission et cultivation en agar) est 
rejettée, parce que cette méthode ne peut pas nous informer de la 
stabilité microbiologique des marchandises en pratique. 

Les épices sont étudiées de nouveau. Siirtout le paprika (pericarpium 
moulu des espéces de Capsicum) est toujours infecté profondément par 
des moisis, des levures et des bactéries, en général présent sur ces ma- 
tiéres, ce qui cause une valeur fort positive de l’expériment mentionnée. 

La moisissure et la putréfaction sous ces conditions sont inévitables 
parce que chez le paprika il manque de l’huile aethérique, qui donne 
un effet antimicrobe, et qui prévient parfois la moisissure. 


C. F. van O1jen, Voedingsmiddelen van dierlijken oor- 
sprong, Melk. J. vaN BoEKHOVEN, Utrecht/Amsterdam, 1941. 


Preface as well as contents go to show that this work is primarily 
one on the hygiene of milk. The need of a Dutch handbook on this 
subject has long been felt. 

It strikes ref. as strange that the author has found it necessary to 
show the importance of the branch of study taught by him at great 
length and in a somewhat exaggerated manner. Few will share his 
opinion that it is, in fact, only the veterinary surgeons who are experts 
in matters concerned with milk and that it is to them that the control 
of milk should be exclusively entrusted. This veterinary point of view 
is apparent.in nearly the whole work. 

The author discusses successively: anatomy and physiology of the 
milk-gland; the physical properties and composition of milk; micro- 
organisms in milk; milk as transferring diseases to human beings (chap- 
ters on mastitis, tuberculosis and two on other diseases); the testing 
of milk on quality (three chapters); milk-supply; milk as food; control 
of milk-trade. 

Some subjects are discussed in great detail, of others only an outline 
is given. The latter treatment is applied in the case of the composition 
of milk and it is, moreover in some respects inaccurate. Nor are inaccura- 
cies and errors, some of them serious, uncommon in other parts of the 
book. 

While fault may be found with some points, yet the work as a whole 
may be considered as a real asset. 

It is to be hoped that there may shortly be an occasion for a tho- 
roughly revised second edition, in order that the authors aim, the 
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composition of a reliable Dutch handbook on the hygiene of milk may 
be attained at. SH 


H. W. BLoEMENDAL, Hygienische eischen te stellen aan niet- 
overdekte zwembaden. (Hygienic standards for non-covered 
swimming pools). Handelingen Ned. Congres voor Openbare 
Gezondheidsregeling 1942, p. 67. 


A picture is drawn of different standards of purity applied to the 
water of covered and of open swimming pools like rivers, lakes etc. 
Whereas for the first group only the maximum purity, that of drinking 
water, is deemed sufficient, general opinion is much more tolerant in 
its judgment of open water for swimming purposes. These differences 
of opinion originate from the view, that there is quite a distance between 
ideal and insufficient swimming water, and that in many cases, where 
the highest quality is unattainable, one has to be content with a 
somewhat lower degree of purity. In many instances even river water 
with as much as 2000-3000 bacteria per ml may be acceptable. 

The purification of swimming pool water is dealt with and the amount 
of make-up water, fresh or purified, is fixed at 1-2 cub. meters per 
bather. The author describes some plans of his own on the construction 
of an open swimming pool, where every desirable feature is taken into 
account. These features are summed up in 10 points, which should be 
regarded as standards for all swimming baths. Tis Sh 


A. J. GuRCK, Reiniging van zwemwater in open zwembaden, 
in het bijzonder in het Zuiderbad te ’s-Gravenhage. (Purifica- 
tion of water in open swimming pools, in particular of the 
, Zuiderbad” at The Hague). Handelingen Ned. congres voor 
Openbare Gezondheidsregeling 1942, p. 80. 


Deals with a few points of paramount importance in the purification 
of swimming pool water, viz., the problem of short circuting in the 
, turning over” of swimming pool water, the turn-over period (by 
preference 12 hours or less), the maximum filtration speed (5 to 6 m/h). 
A description is given of modern filters, measuring devices and hair 
filters. Details of the new filter installation at the Zuiderpark-pool at 
The Hague are dealt with in detail and with many illustrations. J. S. 
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A. TasMAN and L. SmiTH, De bepaling van glycerine in 
bouillon-houdende voedingsmedia (The estimation of glycerol 
” ree Selena nutrient media). Chem. Weekbl. 40, 32, 
In order to estimate small amounts of glycerol in broth-containing 
nutrient media, samples are evaporated to syrup thickness, trans- 
formed into a solid mass by mixing with anhydrous sodium sulphate 
and then extracted by means of dry acetone. After removal of the 
acetone the residue after some purification is oxidised with potassium 
permanganate. The excess of potassium permanganate is estimated 
iodometrically and from these figures the amount of glycerol is calcu- 
lated after applying a correction value. 
W. B. 


H. VELDsTRA, Nieuwe vooruitzichten voor de chemotherapie 
van bacteriéele infectieziekten (New prospects for the chemo- 
therapy of bacterial infectious diseases). Chem. Weekbl. 39, 
506, 1942. 


The action of sulfanilamide is inhibited by p. aminobenzoic acid, thus 
by a structurally related substance. The antagonistic factor in yeast 
is probably as well p. aminobenzoic acid. Mc. INTosH and WHITBY 
were the first to point to the possibility that the action of sulfanilamide 
might consist in the elimination of some mechanism or enzyme essential 
for the bacterial metabolism. It had in fact been evidenced that p. 
aminobenzoic acid is an essential growth factor for many microbes. 

Substances related to p. aminobenzoic acid may also inhibit the 
function of sulfanilamide, although in a slighter measure. 

Sulphopantothenic acid and pantothenic acid act antogonistically as 
well. Assuming that displacement reactions play a part, it is needed 
in order to combat a definite microbe to detect its growth factors and 
then synthethise structurally related substances, which, however, 
cannot act as such. Probably a special pattern of active points is more 
important than the structure of the whole of the molecule. 

In order to detect any occurrence of antagonistic actions, growth 
factors for green plants were synthethised by the author, e.g. a-naph- 
thalene sulphonic acid in comparison with a-naphthalene acetic acid. 
No inhibitary action could be traced. Further investigations were 
carried out with other compounds out of the naphthalene series and 


with the sulphonic acid derivatives of hetero-auxine and related 


compounds. W..B. 
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F. C. GERRITSEN, Enkele waarnemingen betreffende den 
invloed van de temperatuur op de nitrificatie en de vastlegging 
van de stikstof (Some observations concerning the influence of 
temperature on the nitrification and assimilation of nitrogen). 
Landbouwkundig Tijdschrift 54, 573, 1942. 


In order to chose the right moment for application of ammonia 
containing manure, further knowledge is needed about the influence 
of temperature on nitrification and the incorporation of mineral nitrogen 
in the protoplasm of microbes. The investigations were confined to 
laboratory tests, thus the influence of washing out and absorption by 
higher plants was eliminated. One series of tests was carried out with 
a variety of constant temperatures, the other with varying temperatures 
in the open on a lime containing sandy clay, pH 7.5. 50 mg N as 
(NH,)2SO, had been added per 100 g of dry soil. Th. balance and 
transformation of nitrogen were checked by periodical imations of 
NO,-, NH,- and total nitrogen. 

The series with constant temperatures showed convincingly that 
nitrification occurs even between 0° and 5°C. and that at 5°C. a normal 
supply of nitrogen may entirely be nitrified within a fortnight. 

The pots kept in the open showed that the nitrification process 
was rather strongly influenced by temperature. When this process 
has arrived at its close the whole balance of nitrogen was dominated 
by strong periodical fluctuations in the assimilation of N by microbes. 
Large quantities (hundreds of KG per HA) could within a few weeks 
be rendered unavailable to plants, whereas such periods alternated 
with periods in which equally large amounts of N were liberated. A 
reason for these fluctuations could not be presented. 
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